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Povzetek 
Monoklonska protitelesa spadajo med najpomembnejše biološke učinkovine s širokim razponom 
terapevtskih indikacij. Prvi korak v izolaciji in čiščenju monoklonskih protiteles je njihovo zajetje iz 
procesne tekočine z afinitetno kromatografijo. V ta namen najpogosteje uporabljamo bakterijske 
imunoglobulin-vezavne proteine (npr. stafilokokni protein A, SpA). Slednji imajo številne slabe 
lastnosti, zaradi česar obstaja vse večja težnja po razvoju novih afinitetnih ligandov. Eno izmed 
perspektivnejših skupin alternativnih ligandov predstavljajo peptidi.  
V okviru doktorskega dela smo s presejanjem kombinatornih bakteriofagnih predstavitvenih 
knjižnic peptidov identificirali skupino peptidnih ligandov z afiniteto do fragmenta Fc 
imunoglobulinov G. Med petimi peptidnimi vezalci z dvema različnima aminokislinskima motivoma 
se je z najboljšimi vezavnimi lastnostmi izkazal peptidni ligand 19Fc. Na osnovi kompeticije s SpA za 
vezavo na regijo Fc predvidevamo, da se vezavno mesto peptidnega liganda nahaja na stiku domen 
CH2 in CH3. Z namenom določitve minimalnega motiva in ključnih aminokislinskih ostankov peptida 
19Fc za vezavo na fragment Fc smo skrajšali peptid na N- in/ali C-koncu ter izvedli alaninsko 
rešetanje. Kot rezultat smo dobili minimalizirano različico peptidnega liganda, poimenovano 
min19Fc. Interakcijo med sinteznim biotiniliranim peptidom b-min19Fc ter humanim fragmentom 
Fc smo potrdili s pomočjo površinske plazmonske resonance (SPR). V nadaljevanju smo s ciljem 
povečanja topnosti ter morebitnega povečanja občutljivosti interakcije min19Fc:regija Fc na 
spremembe vrednosti pH v peptidu min19Fc zamenjali za vezavo neesencialen aminokislinski 
ostanek z nabitimi aminokislinami (glutamat, aspartat in lizin). Mutantam smo ovrednotili afiniteto 
vezave do različnih podrazredov humanih IgG in do izbranih terapevtskih monoklonskih protiteles. 
Nadalje smo pripravili dve skupini peptidnih mutant z zamenjavami izbranih aminokislinskih 
ostankov s sorodnimi in s slednjimi skušali pridobiti boljši vpogled v odnos med zgradbo in 
vezavnimi lastnostmi peptidov. Interakcijo izbranega peptidnega afinitetnega liganda min19Fc ter 
izboljšane mutante min19Fc Q6D do humanih IgG smo ovrednotili tudi z mikrotermoforezo (MST). 
Sposobnost izolacije in čiščenja protiteles s sinteznimi peptidi smo ocenili s t.i. testi »pull down«. 
Na tak način smo simulirali razmere, podobne tistim, ki so jim protitelesa izpostavljena pri 
potovanju skozi afinitetno kromatografsko kolono.  
Končni cilj doktorskega dela je bila priprava afinitetne kromatografske kolone z izbranim peptidnim 
ligandom, min19Fc Q6D. Sintezni peptid smo prek kratkega distančnika vezali na sefarozni matriks, 
aktiviran s cianogen bromidom. Tako pripravljena kolona je izkazovala dinamično vezavno 
kapaciteto 11 mg IgG/mL afinitetnega nosilca. Iz kompleksnih zmesi, kot sta celično gojišče in 
humani serum, smo izolirali humana IgG (hIgG) z ocenjeno čistoto, ki presega 95 %, in s tem potrdili 
visoko specifičnost afinitetne kolone. Izpostavili smo jo več kot petindvajsetim poskusom izolacije 
hIgG in pri tem nismo zaznali znatnega zmanjšanja funkcionalnosti. Med preizkušenimi pogoji 
regeneracije kromatografske kolone smo uporabili tudi raztopino 6 M gvanidinijevega klorida, 30 % 
izopropanol ter 1 M NaOH, kar ni bistveno vplivalo na kapaciteto afinitetne kolone, s čimer smo 
potrdili njeno stabilnost. Učinkovito elucijo IgG iz kolone smo dosegli z glicinskim pufrom pri pH 
2,5.  
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Abstract 
Monoclonal antibodies (mAb) have emerged as dominant biopharmaceuticals for treatment of 
various diseases. The initial step of therapeutic antibody downstream processing is antibody 
capture which typically relies on affinity chromatography. The most commonly used affinity 
matrices are based on bacterial immunoglobulin binding proteins such as staphylococcal protein A 
(SpA). However, such aﬃnity ligands suﬀer from several drawbacks. Therefore, there is pressing 
need for new alternative affinity ligands. One of the most promising groups of alternative affinity 
ligands are short peptides.  
In this work, we have identified a new group of peptide affinity ligands from screening commercial 
phage display random peptide libraries. Among five peptide ligands with two different amino acid 
consensus motifs, the clone 19Fc was chosen for further characterization. Phage clone displaying 
the lead peptide 19Fc competed with immunoglobulin-binding staphylococcal protein A (SpA) for 
hFc binding, which indicates that the 19Fc peptide’s binding site at least partially overlaps with that 
of SpA (located at the CH2 and CH3 domain interface). Trimming analysis and alanine scanning 
revealed the minimal structural requirements of the peptide, termed min19Fc, for Fc binding. The 
interaction of the human Fc fragment with synthetic biotinylated peptide b-min19Fc was 
confirmed by surface plasmon resonance. With the goal of augmenting peptide’s solubility and 
possibly potentiating the pH-dependence of its interaction with the Fc fragment, we focused on 
modifying position 6 occupied by glutamine in the parental peptide min19Fc. Gln6 was substituted 
with charged residues (aspartate, glutamate, or lysine) yielding peptides min19Fc Q6D, min19Fc 
Q6E, and min19Fc Q6K, respectively. We analyzed the binding properties of modiﬁed peptides and 
compared them with the parental peptide min19Fc. In order to gain a better insight into the 
relationship between the structure and binding properties of the peptides, we have prepared two 
sets of peptide mutants with structurally similar amino acid substitutions at chosen positions. 
We used microscale thermophoresis (MST) method to quantitate the binding aﬃnity of peptides 
min19Fc and min19Fc Q6D to human IgG pool. Pull-down assays with synthetic peptides were 
undertaken for simulation of column conditions to conﬁrm that their interactions with IgGs are 
strong enough to support antibody isolation from complex mixtures, as well as to assess the 
peptides’ speciﬁcity. 
The ultimate goal of this PhD thesis was the construction of affinity chromatographic column based 
on optimized peptide affinity ligand min19Fc Q6D. Peptide min19Fc Q6D with the amidated 
GGDDK-NH2 C-terminal extension was coupled to a CNBr-activated Sepharose matrix. The dynamic 
binding capacity of the aﬃnity column was estimated at 11.0 ± 1.5 mg IgG/mL affinity matrix. We 
subjected the column to human IgG puriﬁcation from complex protein mixtures, consistently 
attaining antibodies with purities exceeding 95%, thus confirming high specifity for human Fc 
fragment. We observed no signiﬁcant reduction of column's functional performance over more 
than 25 chromatographic runs. We have tested several cleaning in place (CIP) conditions, washing 
the column with 6 M guanidine chloride, 30% isopropanol, and 1 M NaOH, and observed no 
signiﬁcant diﬀerences in DBC values, thus confirming the stability of the developed affinity column. 
Efficient elution from the column was achieved with glycine buffer of pH 2.5.  
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1. UVOD 
1.1 Imunoglobulini 
Imunoglobulini (Ig) ali protitelesa so globularni glikoproteini, ki predstavljajo pomemben del 
humoralnega pridobljenega imunskega odziva. Prisotni so v krvi, tkivnih tekočinah in telesnih 
izločkih, kot so mleko, urin ter slina. Molekule protiteles se med seboj razlikujejo po zgradbi, 
velikosti, lastnostih in vlogi pri obrambi organizma. Skupna jim je simetrična zgradba; sestavljene 
so iz dveh identičnih težkih (označene z grškimi črkami γ, µ, α, δ ali ε) in dveh identičnih lahkih 
polipeptidnih verig (κ ali λ), ki so povezane z disulfidnimi vezmi. Sinteza težkih in lahkih verig 
poteka v endoplazemskem retikulumu, naknadno pa v Golgijevem aparatu pride do glikozilacije in 
drugih posttranslacijskih sprememb.1 Glede na vrsto težke verige razdelimo protitelesa na pet 
razredov (G, M, A, D in E). Strukturne razlike v težki verigi pa  določajo posamezne podrazrede. Pri 
ljudeh poznamo štiri podrazrede IgG (IgG1, IgG2, IgG3 ter IgG4) ter dva podrazreda IgA (IgA1 in IgA2). 
IgG predstavljajo večino protiteles v krvi in so glavna skupina sekundarnega imunskega odziva. 
Znotraj razreda G je IgG1 prevladujoč podtip, saj predstavlja kar med 43 % in 75 % vseh prisotnih 
humanih IgG. Glavna strukturna razlika med njimi je dolžina fleksibilne regije (t.i. zglob) in število 
disulfidnih vezi v omenjeni regiji. Vsi štirje podrazredi protiteles IgG izkazujejo kar 95 % homologijo 
v aminokislinskem zaporedju fragmenta Fc (tj. zgradbe, ki jo gradita druga in tretja konstantna 
domena težke verige; slika 1A); kljub temu pa imajo edinstveno biološko aktivnost.2 IgM so 
pentamerna protitelesa, del primarnega imunskega odziva, zaradi svoje velikosti pa se nahajajo 
izključno v serumu. Protitelesa IgA se nahajajo v dimerni obliki, prisotna so predvsem v telesnih 
izločkih. IgD se izražajo na površini limfocitov B in v serumu.  
 
Slika 1: A. Shematska predstavitev zgradbe protitelesa razreda G. B. Kristalna zgradba imunoglobulina razreda 
G (PDB-koda 1IGY3). Posamezne domene so barvno označene (konstantne domene težkih verig so označene z 
rdečo barvo, konstantni domeni lahkih verig sta označeni s svetlo modro barvo; variabilne domene lahkih in 
težkih verig so označene s temno modro barvo). Prostorski model IgG smo izrisali z uporabo programske 
opreme PyMOL. 
Osnovna zgradba protiteles večine sesalcev je podobna. Tridimenzionalna zgradba osnovne, 
monomerne enote je simetrična, ima obliko črke »Y«. Težko in lahko verigo sestavljajo konstantna 
in variabilna področja. Le-ta se med posameznimi razredi protiteles razlikujejo po stopnji 
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ohranjenosti aminokislinskega zaporedja. Konstantna področja imajo med seboj podobno 
aminokislinsko zaporedje, minimalne razlike znotraj teh področij pa določajo vrsto težke verige in s 
tem razred in podrazred protiteles. Pri razredu IgG lahko verigo sestavlja eno konstantna domena 
(CL), težko verigo pa sestavljajo tri konstantne domene (CH1, CH2 in CH3) (slika 1A). Konstantno 
področje težke verige, predvsem območje med domenama CH2 in CH3, je pomembno za interakcije 
protiteles z ostalimi elementi imunskega sistema, kot je vezava receptorja Fc na membrani 
imunskih celic. Prav tako je to območje ključno vezavno mesto za številne bakterijske 
imunoglobulin-vezavne proteine, najbolj znan je stafilokokni protein A (SpA). Večja raznolikost v 
aminokislinskem zaporedju je v variabilnem področju protiteles na N- koncu lahke verige (domena 
VL) in težke verige (domena VH), ki določa specifičnost protitelesa za antigen. Strukturno skladnost z 
epitopi na antigenu določa šest kratkih segmentov variabilnega področja; po trije segmenti v težki 
in po trije segmenti v lahki verigi tvorijo hipervariabilno zanko oz. komplementarnost določujočo 
regijo (CDR).4  
Regija Fc je nosilec efektorske funkcije imunoglobulinov. Z vezavo na receptor FcγR aktivira 
imunske celice, kot so makrofagi, naravne celice ubijalke ali dendritične celice.5-6 Prav tako 
interakcija regije Fc s prvo komponento komplemeta C1q sproži kaskado reakcij komplementa. 
Pri proteolizni cepitvi s papainom dobimo tri fragmente; dva enaka dela fragmenta Fab, ki sta 
sestavljena iz variabilnih domen težke in lahke verige, konstantno domeno težke (CH1) in lahke 
verige (CL), ter tretji del, fragment Fc, ki je sestavljen iz preostalih predelov konstantnih področij 
(slika 1A).4  
1.1.1 Terapevtska monoklonska protitelesa in fuzijski proteini z regijo Fc 
Monoklonska protitelesa (mAb) so imunoglobulini, ki so produkt genetsko identičnih plazmatk (tj. 
klonov določene starševske celice). Usmerjena so proti isti antigenski determinanti. Leta 1975 sta 
Köhler in Milstein razvila metodo za pridobivanje monoklonskih protiteles s hibridizacijo 
mielomskih celic in plazmatk. S to metodo je mogoče pridobiti specifična protitelesa proti specifični 
tarči v neomejenih količinah.7-8 Dandanes terapevtska monoklonska protitelesa (himerna, 
humanizirana in humana) (slika 2) ter rekombinantni analogi monoklonskih protiteles (slika 3), kot 
so Fc-fuzijski proteini, fragmenti protiteles in konjugati protiteles, predstavljajo osrednjo skupino 
bioloških učinkovin za zdravljenje različnih bolezni.9 Na letni ravni trenutno odobrijo povprečno štiri 
do pet novih monoklonskih protiteles (mAb) ali produktov na osnovi protiteles. Ob taki frekvenci 
predvidevajo, da bo že v letu 2020 na tržišču več kot 70 različnih mAb, s čimer naj bi tržna vrednost 
te skupine zdravil narasla na 125 milijard dolarjev.10 Glavni razlogi razširjenosti uporabe in vse 
večjega števila novih mAb so visoka specifičnost in učinkovitost prepoznavanja antigenov ter 
predvidljiva farmakokinetika in sprejemljiv toksikološki profil.11 Glavna terapevtska področja mAb 
so rakava obolenja, kronične vnetne bolezni, avtoimunska in srčno-žilna obolenja ter presaditve 
organov. Večina monoklonskih protiteles za klinično uporabo, trenutno prisotnih na tržišču ali v 
razvoju, pripada razredu imunoglobulinov G (IgG). Največjo biološko učinkovitost izkazujejo 
molekule podrazreda IgG1.
1 
Terapevtska monoklonska protitelesa 
Prva oblika terapevtskih mAb so bila protitelesa mišjega izvora (slika 2), pripravljena s hibridomsko 
tehnologijo.7-8 Osnova celotni tehnologiji je priprava hibridomov s fuzijo mielomske celice 
(tumorska celica z neomejeno sposobnostjo celične delitve) in limfocita B, ki proizvaja protitelesa 
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proti specifičnemu antigenu.12 Zaradi razlik v aminokislinskem zaporedju mišjih in humanih 
protiteles je imunogenost mišjih mAb visoka, kar omejuje njihovo uporabo v terapevtske namene. 
Kronična terapija z mišjimi mAb pri človeku izzove imunski odziv, znan pod imenom HAMA (angl. 
»human anti-mouse antibody«).13-14 Mišja protitelesa imajo krajši razpolovni čas oz. se hitreje 
odstranjujejo iz telesa. Obenem pa imunski odziv lahko privede do nevtralizacije terapevtskega 
mAb. Oba navedena problema vodita do zmanjšane biološke aktivnosti mišjih mAb v človeškem 
organizmu, kar zmanjšuje njihovo terapevtsko uporabnost in učinkovitost. Ob teh dejstvih danes na 
tržišču skoraj ne najdemo več terapevtskih mišjih mAb.  
Rešitev omenjenih pomanjkljivosti mišjih mAb je predstavljal razvoj rekombinantnih terapevtskih 
mAb; himernih, humaniziranih in humanih mAb. Z uporabo tehnologije rekombinantne DNA so 
sprva pripravili himerno protitelo, sestavljeno iz variabilnega segmenta mišjih mAb in konstantne 
regije humanega protitelesa (slika 2). Z zamenjavo dosežemo, da se aminokislinsko zaporedje 
himernega protitelesa v 60 - 70 % ujema s humani IgG, kar se odraža v večji biološki aktivnosti. Ob 
večkratnem odmerjanju pa lahko organizem odreagira na himerne mAb z odzivom HACA (angl. 
»human anti-chimeric antibody«).15  
Sledil je razvoj humaniziranih mAb, katerih primarna zgradba je v 90 - 95 % enaka 
aminokislinskemu zaporedju humanih IgG, preostanek pa predstavljajo krajša aminokislinska 
zaporedja mišjih protiteles, predvsem na hipervariabilnih področjih (slika 2). Klinične raziskave 
dokazujejo bistveno manjšo imunogenost humaniziranih mAb v primerjavi s himernimi.16 Platforma 
transgenih miši in uporaba tehnologije predstavitve na bakteriofagu pa omogočata pripravo 
povsem humanih mAb. Prednost uporabe humanih mAb je v bistveno zmanjšani imunogenosti in 
alergenosti.17 V klinični uporabi je dandanes vse večja težnja po večinoma humaniziranih ali 
humanih mAb.18  
 
 
Slika 2: Shematska predstavitev predstavlja razvoja iz popolnoma mišjih protiteles (rdeče domene) do 
popolnoma humanih monoklonskih protiteles (označeno z modrimi domenami).    
Poleg klasičnih monoklonskih protiteles na tržišču ali v različnih fazah razvoja najdemo tudi nekaj 
bispecifičnih protiteles. Bispecifično protitelo lahko interagira z vezavnima mestoma na različnih 
celicah ali proteinih in ju poveže (npr. emicizumab).  
mišje mAb himerno mAb humanizirano mAb humano mAb
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Slika 3: Sodobne oblike monoklonskih protiteles in rekombinantni analogi mAb. A. Bispecifična (IgG-dAb in 
IgG-scFv) in primer trispecifičnega monoklonskega protitelesa, sposobna sočasne vezave različnih antigenov. 
B. Rekombinantni analogi mAb. dAb – ditelo, scFv - enoverižni variabilni fragment, VHH - nanotelo. C. Fc-
fuzijski N-končni in C-končni proteini. Fuzijski partner je označen s sivim krogom.  
Rekombinantni analogi mAb 
Vse večji razvoj je na področju strukturnih modifikacij protiteles z namenom izboljšanja 
farmakokinetičnih parametrov. Prvi poskusi so vključevali posamezne fragmente protiteles, ki so 
nastali z encimsko proteolizo; tj. enovalentni fragment težke in lahke verige Fab ter njegov dimerni 
analog F(ab)2. Manjši rekombinantni analogi so fragmenti tipa scFv (enoverižni variabilni fragmenti, 
angl. »single-chain variable fragment«), ki jih sestavljata le variabilni domeni težke in lahke verige, 
povezani s kratkim peptidnim distančnikom. Z nadaljnjimi povezovanji različnih osnovnih 
fragmentov so na podoben način pripravili več kot 50 različnih formatov, izpeljank mAb.19 Med 
njimi prevladujejo: nanotelo20, ditelo21 in drugi, prikazani na sliki 3B. Glavna prednost teh manjših 
fragmentov je večji očistek, torej krajša izpostavljenost organizma in s tem manj neželenih učinkov. 
Zaradi svoje majhnosti tudi boljše prehajajo v tkiva.19 V primerjavi s celimi protitelesi, ki jih 
pridobivamo s pomočjo sesalskih celičnih linij, je pridobivanje manjših fragmentov mAb bistveno 
enostavnejše in cenejše, saj jih v velikih količinah lahko proizvajamo tudi v bakteriji Escherichia coli. 
Podobno kot pri bispecifičnih protitelesi poznamo tudi rekombinantne analoge, s katerimi lahko 
obenem ciljamo dve ali več tarči (npr. ditelo blinatumomab). S povezovanjem različnih 
rekombinantnih analogov protiteles oz. različnih osnovnih fragmentov so na tak način pripravili že 
več kot 50 različnih formatov. Med njimi so najbolj prepoznani dvovalentni rekombinantni analogi 
protiteles: ditelo (dAb), tandemska ditelesa, hetero dimerizacija (slika 3).22-24  
Fuzijski proteini z regijo Fc 
Fuzijski proteini z regijo Fc so rekombinantne oblike proteinov, sestavljene iz fragmenta Fc in 
proteina, kot so npr. receptorska ektodomena, encim, citokin, hormon ali peptid (na sliki 3C 
označeno s sivo obarvanim krogom). Ti predstavljajo pomembno terapevtsko skupino z velikim 
A B
C
N-terminalni
Fc fuzijski protein 
C-terminalni
Fc fuzijski protein 
Fab scFv
Fab2
Trispecifično
protitelo s scFv
IgG- scFv
dAb
Bispecifično
protitelo
VHH
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potencialom.25-26 Nova generacija terapevtskih proteinov ima združene lastnosti tako fragmenta Fc 
kot tudi biološko aktivnost druge proteinske molekule.27 Pripenjanje fragmenta Fc na 
rekombinantne proteine ima lahko različne funkcije; olajšano čiščenje z uporabo bakterijskih Ig-
vezavnih proteinov (npr. SpA), izboljšano topnost in stabilnost proteina, dimerizacijo ali visoko 
stopnjo izražanja fuzijskih proteinov v ekspresijskih sistemih.28-29 Priprava fuzijskih proteinov na tak 
način omogoči tudi podaljšanje biološke razpolovne dobe, na eni strani na račun t.i. recikliranja v 
endosomih (interakcije regije Fc z neonatalnim receptorjem za Fc (FcRn)), in po drugi strani zaradi 
same velikosti fuzijskega proteina (omejene glomerulne filtracije).11, 30-31  
1.2 Izolacija in čiščenje terapevtskih monoklonskih protiteles 
Za tržno proizvodnjo rekombinantnih oblik mAb največkrat uporabljamo izražanje v sesalskih 
celičnih linijah, kot so ovarijske celice samice kitajskega hrčka (CHO) ali mišje limfoidne celice (NS0 
ali SP2/0).32-33 Proizvodnja enostavnejših fragmentov protiteles lahko poteka tudi v bakterijskih 
ekspresijskih sistemih (E. coli). Pri izbiri celične linije za proizvodnjo protiteles so pomembne visoka 
produktivnost klona, ki se odraža v veliki koncentraciji protiteles, stabilnost celične linije, ki 
omogoča ohranjanje kakovosti proizvedenega mAb, in ustrezne posttranslacijske spremembe mAb. 
Sesalske celice izločijo rekombinantna mAb v gojišče. Iz kompleksne biološke zmesi jih moramo 
ustrezno ter učinkovito izolirati in očistiti, ne da bi pri tem vplivali na kakovost in s tem na aktivnost 
mAb. Enkraten terapevtski odmerek mAb je običajno po količini sorazmerno velik; nekaj mg mAb 
na kg telesne teže, kar zahteva visoko raven produkcije. Glede na namen uporabe, predvsem za 
kronične oblike bolezni, pa terapevtske učinke dosežejo šele z visokimi kumulativnimi odmerki 
zdravila v gramskih količinah.34 Vse večje število novih mAb ter njihovih derivatov na tržišču in v 
kliničnih fazah razvoja je privedlo do težnje po izboljšanju pripravljalnih procesov (t.i. angl. »up-
stream processing«) in njihovega izkoristka. Z doseženo optimizacijo in maksimalno 
produktivnostjo celičnih linij pri proizvodnji mAb, se je obenem pojavila potreba tudi po čim večjem 
izkoristku in čim bolj optimalnem postopku čiščenja protiteles.35 Terapevtska mAb vnašamo v telo 
parenteralno, zato je zahtevana končna čistost produkta izjemno visoka. Zaključni procesi čiščenja 
mAb (t.i. angl. »downstream processing«) predstavljajo kar 50 - 80 % vseh stroškov v proizvodnji 
mAb36-37, zato je učinkovit, ponovljiv ter ekonomičen proces izolacije in čiščenja terapevtskih mAb 
ključnega pomena.  
Navkljub velikemu napredku na področju zaključnih procesov pri proizvodnji mAb, farmacevtska 
podjetja še vedno sledijo splošni shemi procesa izolacije in čiščenja mAb (slika 4).38-39 Prvi korak v 
okviru čiščenja in izolacije mAb je ločitev celic in celičnih ostankov od procesne tekočine s 
centrifugiranjem in/ali mikrofiltracijo (t.i. »žetev«), s čimer mAb končajo v bistrem procesnem 
mediju.40 Tega nato podvržejo nizu kromatografskih stopenj, začenši z zajemanjem protiteles; 
običajno z afinitetno kromatografijo na osnovi stafilokoknega proteina A.41 Metoda je podrobneje 
opisana v poglavju 1.2.1. Pri proizvodnji mAb v sesalskih celičnih linijah obstaja nevarnost 
kontaminacije z virusi, zato zajetju mAb običajno sledi inaktivacija potencialno prisotnih virusov z 
inkubacijo eluata pri nizkem pH. Končno čiščenje produkta (t.i. angl. »polishing«) običajno obsega 
več (zaporednih) kromatografskih korakov, kot so ionsko-izmenjevalna ter hidrofobna 
kromatografija in gelska filtracija.41 Namen končnega čiščenja je predvsem odstranjevanje 
specifičnih nečistoč, kot so morebitno nepravilno zvite, neaktivne oblike produkta, agregati in 
oligomeri proteinske učinkovine, DNA gostiteljskih celic in/ali morebitno prisotni ostanki 
afinitetnega čiščenja, kot je npr. SpA.42 Za dokončno odstranitev virusov največkrat posežejo po 
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dodatnem postopku filtracije. Virusni filtraciji sledi ultrafiltracija in/ali diafiltracija, s pomočjo 
katere skoncentrirajo produkt (mAb) v ustreznem formulacijskem pufru.43 Poleg sterilnih raztopin 
za parenteralno aplikacijo so določena zdravila z mAb formulirana v obliki praškov, kar zahteva 
dodaten korak, liofilizacijo. Tipični donosi procesov čiščenja mAb so v območju 60 - 80 %, odvisno 
od zapletenosti specifične strategije čiščenja.33 
 
Slika 4: Shematska predstavitev splošnega pristopa čiščenja monoklonskih protiteles.  
1.2.1 Afinitetna kromatografija 
Afinitetna kromatografija protiteles je separacijska tehnika, ki temelji na reverzibilnih, 
nekovalentnih interakcijah med topnimi mAb in njihovimi ligandi, ki so imobilizirani na trdnem in 
inertnem nosilcu. Večina proizvajalcev afinitetno kromatografijo uporablja predvsem v prvem 
koraku zajetja monoklonskih protiteles iz kompleksnih gojišč.44 Predstavlja ključno stopnjo v 
čiščenju mAb, ki obenem omogoča čiščenje ter koncentriranje končnega produkta. Najpogosteje 
izkoriščamo selektivno interakcijo med SpA in regijo Fc protiteles. Na afinitetno kromatografsko 
kolono nanašamo bistro procesno tekočino pri nevtralnem pH.45 Elucija vezanega produkta 
največkrat poteka s pomočjo kislih raztopin. Po končani eluciji sledi regeneracija kolone pri ostrih 
pogojih tako imenovanega zaprtega sistema čiščenja (CIP, angl. »cleaning in place«). CIP izvajamo 
največkrat z raztopinami kaotropnih snovi (urea ali gvanidinijev klorid) visokih koncentracij, ali z 
raztopinami z visokimi vrednostmi pH (največkrat NaOH).46 Glavni cilj afinitetne kromatografije je 
odstranitev nečistoč, kot so proteini gostiteljskih celic, DNA, majhne molekule, in ostale 
potencialne nečistoče. 
Največji problem metode predstavljajo ostri pogoji elucije vezavnega produkta. Pri uporabi 
afinitetnih kolon, ki temeljijo na SpA, elucija vezanih protiteles običajno poteka s pufri z vrednostmi 
pH pod 4.45, 47 Ravno izpostavitev ekstremnim elucijskim pogojem predstavlja tveganje za 
spremenjeno konformacijo mAb, zmanjšano stabilnost mAb, nastanek topnih in/ali netopnih 
agregatov produkta in nenazadnje tudi za ireverzibilno inaktivacijo mAb.48 Ob nastanku agregatov 
med samim postopkom čiščenja je donos takega produkta bistveno nižji. Obenem pa nastali 
agregati močno skrajšajo čas uporabnosti kolone. Zmanjšanje agregacije in precipitacije mAb med 
elucijo lahko dosežemo predvsem z izbiro ustreznega afinitetnega liganda ter ustreznih pufrov za 
spiranje in elucijo. Dodatna možnost pa so različni dodatki stabilizatorjev v elucijski pufer. Za 
uspešno odstranitev neustreznih mAb pa lahko rešimo tudi s predhodno uporabo ustreznih 
globinskih filtrov.49-50  
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Dodaten problem metode predstavlja nestabilnost afinitetnih ligandov zaradi zaporednega, 
večkratnega izpostavljanja alkalnim raztopinam (npr. 1 M NaOH), ki jih uporabljamo pri čiščenju 
opreme.51 Dandanes je na tržišču na voljo kar nekaj novih afinitetnih ligandov in racionalno 
načrtovanih različic že uveljavljenih afinitetnih ligandov, ki uspešno rešujejo omenjene probleme. V 
poglavju 1.3 v grobem predstavljamo trenuten razvoj, novosti in stanje na tržišču afinitetnih 
ligandov IgG.  
1.3 Afinitetni ligandi imunoglobulinov 
Afinitetno čiščenje terapevtskih monoklonskih protiteles (in njihovih derivatov), trenutno prisotnih 
na tržišču, večinoma temelji na uporabi bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov. Navkljub 
visoki specifičnosti bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov do imunoglobulinov imajo ti kar 
nekaj pomanjkljivosti, kot so: visoka cena, razmeroma nizka stabilnost liganda ter potencialno 
odpuščanje iz kolone in s tem povezana imunogenost končnega produkta. Obenem omenjeni 
proteini ne vežejo vseh podrazredov humanih imunoglobulinov. Dodatna slabost afinitetne 
kromatografije na osnovi bakterijskih proteinov so tudi razmeroma ostri pogoji elucije. Za namen 
eluiranja protiteles z afinitetne kolone največkrat uporabljamo pufre z nizkim pH, kar lahko 
negativno vpliva na aktivnost ter imunogeni profil eluiranih protiteles. Zaradi naštetih 
pomanjkljivosti obstaja vse večja težnja po razvoju novih alternativnih Ig-vezavnih proteinov.45 
Trenutno pri razvoju novih afinitetnih ligandov najpogosteje uporabljamo dva pristopa. Prvi pristop 
vključuje racionalno načrtovanje na osnovi znanih struktur IgG in/ali njihovih naravnih ligandov.52 
Sodobna in napredna računalniška orodja za molekulsko modeliranje omogočajo strukturnim 
biologom vpogled v (kristalne) zgradbe proteinskih kompleksov in naravo interakcije.53 Na tak način 
omogočajo poznavanje mehanizma vezave, kar predstavlja dragoceno pomoč pri načrtovanju 
izboljšanih različic afinitetnih ligandov.54 Drugi pristop pa temelji na rešetanju bioloških ali 
kemijskih knjižnic spojin.55-57 V nadaljevanju predstavljamo pomembnejše afinitetne ligande 
imunoglobulinov, njihov razvoj, vezavne lastnosti in nekatere tehnološke aplikacije s poudarkom na 
afinitetni kromatografiji. 
1.3.1 Bakterijski imunoglobulin-vezavni proteini  
Poznamo več patogenih mikroorganizmov, ki izražajo proteine z visoko afiniteto do 
imunoglobulinov. Ti spadajo med virulenčne dejavnike in so pomemben del obrambnega 
mehanizma bakterije pred gostiteljevim imunskim sistemom. Z vezavo na fragment Fc onemogočijo 
efektorske funkcije protiteles; tj. aktivacijo komplementa in vezavo na receptor Fc. Na tak način 
bakterijski celici omogočajo izogibanje opsonizaciji in posledični fagocitozi.58 Bakterijski Ig-vezavni 
proteini se nahajajo na površini bakterijskih celic in vsebujejo zunajcelično regijo, sestavljeno iz več 
ponavljajočih se domen, s katero vežejo IgG. Vezava proteinov na imunoglobuline ne vključuje 
hipervariabilne regije protiteles, od tod tudi izraz neimunska vezava bakterijskih imunoglobulin-
vezavnih proteinov.59-60 Posamezni bakterijski sevi in njihovi Ig-vezavni proteini so povzeti v 
preglednici 1 in podrobneje opisani spodaj.  
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Preglednica 1: Bakterijski Ig-vezavni proteini.  
Protein Velikost [kDa] Izvor/Vir Vezavno  mesto 
Protein A 54 Staphylococcus aureus regija Fc (območje med 
domenama CH2-CH3)
61-62
 
regija Fab (domena VH)
63  
Protein G 58 - 65 streptokoki sevov C/G  regija Fc (območje med 
domenama CH2-CH3)
64
 
regija Fab (CH1)
65  
Protein L 76 - 106 Peptostreptococcus magnus regija Fab (domena VL)
66  
Protein M 40 - 65 Mycoplasma spp. regija Fab (domena VL)
67  
Protein MID 200 Branhamella catarrhalis domena CH1 na IgD
68-69  
Protein H 42,5 streptokoki skupine A  regija Fc70-71  
 
Metodo za čiščenje protiteles na osnovi bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov so prvič 
opisali v sedemdesetih letih72-73. Vse od takrat ti predstavljajo najmočnejše orodje za čiščenje 
protiteles. Poleg tega jih uporabljamo tudi v druge namene, kot so recimo visoko selektivni 
detekcijski reagenti za diagnostične namene. Imunoglobulin-vezavne proteine danes pridobivamo s 
tehnologijo rekombinantne DNA iz gensko spremenjenih bakterij s pomočjo kompleksnega in 
cenovno dragega postopka. Kot taki lahko predstavljajo vir pirogenov in potencialnih imunogenov v 
končnem produktu protiteles. Najbolj znani primeri bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov 
so protein A iz bakterije Staphylococcus aureus, protein G iz streptokokov sevov C/G ter protein L iz 
bakterije Peptostreptococcus magnus. 
Stafilokokni IgG-vezavni proteini  
Stafilokokni protein A (SpA) je bil prvi odkrit bakterijski protein, ki specifično veže protitelesa preko 
tako imenovane neimunske vezave.74 Molekulska masa njihove nativne oblike, zasidrane na 
površini bakterijske stene, je 54 kDa in je sestavljena iz treh različnih regij. Prva regija vsebuje N-
končno signalno zaporedje S, ki omogoča translokacijo skozi celično membrano. Sledi ji 
funkcionalna regija, ki omogoča vezavo imunoglobulinov. Ta je sestavljena iz pet zaporednih visoko 
homolognih Ig-vezavnih domen (označenih z E, D, A, B in C). C-končna regija je sestavljena iz 
sortirnega signala in domene X, preko katere je protein pripet na celično steno bakterije. 
Rekombinantnemu proteinu A, ki ga uporabljamo za čiščenje IgG, običajno odstranijo domeno X, 
pri čemer se njegova molekulska masa zmanjša na 42 kDa. Vsaka od petih homolognih Ig-vezavnih 
domen je sestavljena iz treh antiparalelnih α-vijačnic iz približno 58 aminokislinskih ostankov in 
celotna zgradba je stabilizirana s hidrofobnim jedrom (slika 5A).75 Ig-vezavne domene izražajo 
visoko afiniteto do regije Fc humanih IgG1, IgG2 ter IgG4 z ocenjeno ravnotežno konstanto asociacije 
108 M-1, medtem ko je interakcija z IgG3 je šibka.
76 Razen do humanih IgG, SpA izraža afiniteto tudi 
do nekaterih humanih IgM in IgA ter nekaterih živalskih IgG (preglednica 2).  
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Preglednica 2: Specifičnost bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov do različnih protiteles. Povzeto po 
60. 
Vrsta/razred 
protiteles 
Protein A Protein G Protein L Protein M 
Monoklonska protitelesa  
Humana 
IgG1 ++++ ++++ ++++ * 
IgG2 ++++ ++++ ++++ * 
IgG3 - ++++ ++++ * 
IgG4 ++++ ++++ ++++ * 
Mišja 
IgG1 + ++++ ++++ N.P. 
IgG2a ++++ ++++ ++++ N.P. 
IgG2b +++ ++ ++++ N.P. 
IgG3 ++ +++ ++++ N.P. 
Poliklonska protitelesa  
Kunčja ++++ +++ - * 
Kozja - ++ - * 
Ovčja +/- ++ - N.P. 
Podganja +/- ++ ++++ * 
Mišja ++ ++ ++++ * 
Goveja ++ ++++ - * 
Prašičja +++ +++ - N.P. 
Humana IgG ++++ ++++ ++++ * 
Humana IgM Različno + ++++ * 
Humana IgD - + ++++ N.P. 
Humana IgA Različno + ++++ * 
Humana IgE / - * N.P. 
+: ++++ prisotnost interakcije, število + ocenjuje intenziteto interakcije; -: odsotnost interakcije; *: prisotnost 
interakcije, a njena afiniteta ni ovrednotena; N.P.:  ni podatka o interakciji 
Primarno vezavno mesto proteina A je na regiji Fc IgG med domenama CH2 in CH3 in vključuje 11 
aminokislinskih ostankov iz prvega in drugega α-heliksa (slika 5A).62, 75 Poleg vezave na fragment Fc 
se vsaka posamezna domena veže tudi na regijo Fab družine VH3.
77  
Večina stafilokoknih sevov izkazuje vezavo Ig, za kar so sprva zmotno domnevali, da je posledica 
zgolj izraženega SpA na površini. Kasneje se je izkazalo, da stafilokoki izražajo na svoji površini tudi 
druge IgG-vezavne proteine. Eden takih je Sbi oziroma drugi Ig-vezavni protein (angl: »second 
binding protein of immunoglobulin«, Sbi).78 Sbi izkazuje podobno vezavno afiniteto do IgG kot SpA, 
le da obenem veže tudi nekatere druge serumske proteine.79 Funkcionalna regija proteina Sbi je 
sestavljena iz štirih homolognih domen; na IgG se Sbi veže z dvema N-končnima domenama. Pred 
kratkim pa so identificirali še dva dodatna stafilokokna Ig-vezavna proteina; IsaB in SSL10.60 IsaB 
(imunodominanten površinski antigen B; angl.: »immunodominant surface antigen B«) izkazuje 
afiniteto do IgG in IgM80, medtem ko SSL10  (iz družine stafilokoknih superantigenu podobnih 
proteinov; angl. »Staphylococcal superantigen-like protein 10«) specifično veže regijo Fc IgG1.
81-82  
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Slika 5: Molekularne zgradbe imunoglobulin-vezavnih domen štirih pomembnejših bakterijskih proteinov in 
pripadajočih načinov vezave. A. Ig-vezavna domena proteina A (rumena barva), vezana na regijo Fc 
(primarno mesto vezave) v področju med domenama CH2 in CH3 (PDB-koda 1FC2)
62. B. Ig-vezavna domena 
proteina L (modra barva), vezana na domeno VL fragmenta Fab (PDB-koda 1HEZ)
66. C. Ig-vezavna domena 
proteina G (vijolična barva), vezana na regijo Fc (primarno mesto vezave) v področju med domenama CH2 in 
CH3 (PDB-koda 1FCC)
64. D. Skrajšan protein M (pM TD, zelena barva) v kompleksu s fragmentom Fab (PDB-
koda 4NZR)67. Protein M se veže predvsem na domeno VL. Posamezne domene imunoglobulinov so 
predstavljene s sivo barvo. Modele proteinskih kompleksov smo izrisali z uporabo programske opreme 
PyMOL. 
Streptokokni Ig-vezavni proteini 
Prvi izolirani Ig-vezavni protein iz streptokokov (natančneje iz sevov C in G) je bil protein G.83-84 
Izkazuje visoko afiniteto do vseh štirih podrazredov humanih IgG in tudi do nekaterih živalskih IgG 
(preglednica 2).85 Streptokokni protein G (SpG) je sestavljen iz več domen, ki vežejo serumski 
albumin, IgG ter α2- makroglobulin. C-končna domena proteina je odgovorna za sidranje Ig-
vezavnega proteina v celično steno bakterije in ima obenem visoko afiniteto do imunoglobulinov. 
N-končna domena izkazuje visoko afiniteto do serumskega albumina. Skupno število vseh vezavnih 
domen (od 2 do 3) se razlikuje glede na vrsto seva, iz katerega je bil SpG izoliran. Posledično ima 
SpG različno molekulsko maso; ta znaša 58 kDa za sev C in 65 kDa za sev G. Vsaka od Ig-vezavnih 
domen je sestavljena iz okvirno 55 aminokislinskih ostankov, ki tvorijo značilno β-ploskev iz dveh 
antiparalelnih in dveh vzporednih peptidnih verig z vmesno diagonalno ležečo α-vijačnico (slika 5C). 
SpG ima v primerjavi s SpA nekaj prednosti; ena pomembnejših je ta, da prepozna vse podrazrede 
humanih IgG. Druga pomembna razlika se odraža v naravi interakcije s fragmentom Fc. Interakcija 
med SpA in regijo Fc izkazuje hidrofobno naravo62, medtem ko vezava SpG na fragment Fc temelji 
predvsem na polarnih interakcijah s številnimi vodikovimi vezmi ter ionskimi interakcijami.64 
Omenjena bakterijska Ig- vezavna proteina ne izkazujeta strukturne homologije, pa vendar 
tekmujeta za isto vezavno mesto na fragmentu Fc, na stičišču druge in tretje konstantne domene 
Stafilokokni 
protein A
A
CH2
CH3
Peptostreptokokni
protein L
B
Fab 1 Fab 2
VL
VH
VH
CL
CH1 CH1
Mikoplazemski
protein M
DStreptokokni 
protein G
C
CH2
CH3
VL
CL
CH1
VH
Kruljec N.;  Načrtovanje in razvoj peptidnih ligandov za afinitetno čiščenje protiteles 
 Uvod 
11 
 
težke verige protiteles.86 Poleg vezave na regijo Fc ima SpG tudi sposobnost vezave regije Fab preko 
njene konstantne domene, CH1.
65, 87 Vezave SpG na regijo Fab pri IgG2 ne zaznamo.
88 Afiniteta 
vezave SpG do regije Fab je bistveno prenizka, da bi jo lahko izkoristili kot učinkovito alternativo 
interakciji z regijo Fc pri afinitetni kromatografiji.89 Največja pomanjkljivost SpG pri uporabi v 
afinitetni kromatografiji je njegova nespecifičnost, saj poleg IgG veže tudi serumski albumin, α2- 
makroglobulin in kininogen. Nespecifičnost vodi do bistveno manjše učinkovitosti čiščenja 
protiteles iz kompleksnih bioloških vzorcev (npr. krvna plazma, celična gojišča) in obenem tudi do 
potencialne kontaminacije produkta po afinitetni kromatografiji.90 S tem namenom so 
rekombinantnim različicam SpG odstranili posamezne domene z neželenimi vezavnimi mesti.91 
Obstajajo tudi drugi streptokokni imunoglobulin-vezavni proteini.60 
Peptostreptokokni protein L 
Peptostreptokokni protein L (PpL) je površinski Ig-vezavni protein iz anaerobne bakterije 
Peptostreptococcus magnus z visoko afiniteto do variabilne domene lahkih verig protiteles.92 
Sestavljen je iz štiri do pet visoko homolognih domen (številka variira z vrsto seva) s skupno maso 
med 76 do 106 kDa. Zgradba posamezne domene PpL je podobna zgradbi SpG; sestavljena je iz 
štirih β-ploskev s centralno α-vijačnico (slika 5B).93 Večje število domen proteinu L omogoča 
avidnostni učinek; izvorni PpL (s petimi domenami) veže dve domeni VL IgG (slika 5B).
94 PpL vsebuje 
namreč dve neodvisni vezavni mesti za VL z izrazito različno afiniteto (eno mesto ima 22-25-krat 
večjo afiniteto do κ-verige protiteles).66 Prvo določeno vezavno mesto PpL (s Ka ~ 107 M-1) vključuje 
12 aminokislinskih ostankov, večinoma iz druge β-ploskve in osrednje α-vijačnice.63 Novejše 
opaženo vezavno mesto PpL (z bistveno nižjo afiniteto) pa vključuje 14 aminokislinskih ostankov iz 
tretje β-ploskve in dela α-vijačnice.66 Kljub temu da sta obe vezavni mesti v bližini paratopa IgG, se 
PpL veže izključno na domeno VL κ-verige in pri tem ne ovira vezave antigena. Obenem PpL izraža 
visoko afiniteto predvsem do lahkih verig κ1, κ3 in κ4, ne pa tudi do verig κ2 in λ. Nenavadna vezavna 
specifičnost omogoča uporabo PpL kot univerzalnega afinitetnega liganda. Na tak način omogoča 
vezavo kateregakoli protitelesa razreda G, druge razrede protiteles ter obenem omogoča vezavo 
tudi na posamezne fragmente protiteles, kot sta Fab ter scFv (preglednica 2).95  
Mikoplazemski protein M 
Pred kratkim so odkrili nov imunoglobulin-vezavni protein z edinstveno zgradbo in mehanizmom 
vezave Ig.96 Mikoplazemski protein M (pM) so sprva odkrili pri bakteriji Mycoplasma genitalium, 
kasneje pa so ga našli tudi pri drugih vrstah Mycoplasma, kot so M. pneumoniae, M. iowae in M. 
gallisepticum.96 Zgradba proteina M se močno razlikuje od drugih bakterijskih Ig-vezavnih 
proteinov (slika 5D). Vsebuje dve domeni, večja domena (iz približno 360 aminokislinskih ostankov) 
se veže predvsem na ohranjen del lahkih verig κ in λ, natančneje na področja, bogata z levcinom. 
Manjša, C-končna domena (iz približno 115 aminokislinskih ostankov), prekriva antigen-vezavno 
mesto na protitelesu in posredno preprečuje vezavo velikih antigenov. Kokristalizacija večje 
domene pM razkriva naravo interakcije z regijo Fab; interakcija poteka preko vodikovih vezi in 
ionskih interakcij. Poleg tega ima pM visoko afiniteto (v razponu od 1,8 do 2,4 nM) do vseh 
podtipov humanih IgG in tudi IgG drugih živalskih vrst (preglednica 2).67 
Nekateri bakterijski imunoglobulin-vezani proteini z manjšo uporabno vrednostjo so predstavljeni v 
preglednici 1. V splošnem vsi proteini bakterijskega izvora izražajo razmeroma visoko afiniteto do 
imunoglobulinov, vendar zaradi nespecifičnosti njihova uporaba za namen afinitetne 
kromatografije ni praktična. Ob tem uporabo omejuje tudi potencialna imunogenost. Njihovo 
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pridobivanje je drago, obenem pa imajo afinitetne kolone zaradi denaturacije takšnih proteinskih 
ligandov razmeroma kratko življenjsko dobo. Za elucijo protiteles iz kolone so potrebni ostri pogoji, 
kar negativno vpliva na zgradbo in s tem tudi na aktivnost ter imunogenost eluiranih mAb. Uporaba 
afinitetnih kromatografskih kolon z bakterijskimi IgG-vezavnimi proteini predstavlja tudi 
nezanemarljivo tveganje, da bo močno imunogen ligand zaradi odpuščanja iz kolone v sledeh 
prisoten v končnem produktu, kar utegne zmanjšati varnost in učinkovitost zdravljenja. 
1.3.2 Hibridne različice naravnih bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov 
Ena izmed pomanjkljivosti naravnih bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov je njihova 
nestabilnost pri ekstremnih pogojih, kakršne smo prisiljeni uporabljati pri afinitetnem čiščenju 
mAb. Ekstremne pogoje uporabljamo pri eluciji protiteles, odstranjevanju pirogenov ter zaprtem 
sistemu čiščenja afinitetne kolone (CIP, angl. »cleaning in place«). To je standardni postopek 
odstranjevanja nečistoč iz kromatografskih kolon, kar je pogoj za večkratno zaporedno uporabo 
afinitetnih kolon. Kot sredstvo za regeneracijo v ta namen uporabljamo največkrat NaOH v 
koncentraciji od 0.5 M do 1 M. Modifikacija bakterijskih Ig-vezavnih ligandov je pripeljala do več 
analogov, ki izkazujejo izboljšano stabilnost pri ekstremnih pogojih ali omogočajo elucijo vezanih 
protiteles pod milejšimi pogoji.51 
Izboljšane različice SpA 
Z namenom izboljšanja Ig-vezavnih lastnosti ter stabilnosti posameznih domen proteina A, so razvili 
številne izboljšane različice SpA. Prvi primer predstavlja domena Z, izboljšana različica Ig-vezavne 
domene B SpA.97 Slednja vsebuje dve aminokislinski substituciji (Ala1Val in Gly29Ala), kar privede 
do izboljšane stabilnost. Alaninski ostanek na prvem mestu, zunaj α-vijačne strukture, so zamenjali 
z valinom in na tak način v gen za Z-domeno uvedli ne-palindromsko restrikcijsko mesto, ki 
omogoča konkatemerizacijo.97 S sočasno zamenjavo glicina na mestu 29  v alanin so se izognili 
dipeptidnemu zaporedju Asn-Gly, ki je podvrženo alkalni hidrolizi.98 Tako racionalno načrtovana 
različica je poleg izboljšane stabilnosti obenem tudi manj dovzetna za razgradnjo s proteazami. Z-
domena nima sposobnosti vezave humanih protiteles družine VH3 in je kot taka neuporabna za 
čiščenje fragmentov Fab. Z dodatno mutagenezo z več aminokislinskimi zamenjavami so razvili 
nove, izboljšane različice Z-domene z afiniteto do imunoglobulinov.99-102 Danes Z-domeno 
uporabljamo tudi kot enega izmed osnovnih alternativnih ogrodnih proteinov ne-
imunoglobulinskega tipa (imenovano »affibody«).103-104  
Drug primer modifikacije stafilokoknega proteina A je tako imenovani »toplotno odziven protein 
A« (krajše TRPA, angl. »Thermal Responsive Protein A«). Pri slednjem so mutacije skoncentrirane v 
samem jedru zgradbe, kar vodi v zmanjšano toplotno stabilnost. Končni rezultat je različica SpA, ki 
ohrani nativno zgradbo pri temperaturi 2-10 °C in se reverzibilno razvije že pri 40 °C. Na tak način je 
TRPA sposoben vezave IgG pri nizki temperaturi, s temperaturo nad 40 °C pa dosežemo elucijo. 
Uporaba TRPA tako omogoča izvedbo celotnega postopka čiščenja protiteles pri nevtralnem pH.105  
Izboljšane različice SpG 
Glavna pomanjkljivost SpG je njegova nespecifičnost, saj poleg IgG veže tudi nekatere druge 
proteine, kot so albumin, kininogen in α2-makroglobulin. S tem namenom so v rekombinantnih 
različicah SpG odstranili domene, odgovorne za interakcijo z drugimi proteini.91 Enako kot pri SpA 
je bil eden izmed vodilnih ciljev nadaljnjega razvoja izboljšanje stabilnosti SpG pri alkalnih pogojih. 
Z zamenjavo kritičnih aminokislinskih ostankov (predvsem asparagina in glutamina) na domeni C2, 
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so pripravili številne različice SpG, ki so ohranile sposobnost vezave IgG, pri tem pa pridobile 
odpornost proti alkalni hidrolizi.102, 106 
Drugo smer razvoja predstavljajo različice SpG z višjo afiniteto do humanih IgG. Z uporabo 
proteinskega modela Rosetta so znotraj vezavnega mesta SpG prepoznali možnost uvedbe številnih 
polarnih aminokislinskih ostankov s ciljem ojačanja interakcije z IgG in obenem tudi boljšo 
stabilnost načrtovanih mutant. Skupek treh točkovnih mutacij (Ala24Glu, Lys28Arg, Val29His) je 
omogočil mutanti tvorbo novih vodikovih in ionskih vezi s humanimi IgG. Tako načrtovana različica 
je izkazovala kar petkrat višjo vezavno afiniteto do kunčjih in humanih IgG.107  
Hibridne različice 
Široko vezavno specifičnost je mogoče doseči tudi z združevanjem več IgG-vezavnih domen 
različnih bakterijskih proteinov (preglednica 3). Eden izmed prvih hibridnih proteinov je bil protein 
A/G, ki vsebuje štiri domene SpA in dve domeni SpG.108 pH-občutljivost interakcije tako 
pripravljenega fuzijskega proteina do IgG je bistveno slabša, vendar je sposoben vezave vseh 
podrazredov humanih IgG.108 V novejšem hibridnem fuzijskem proteinu PA×PG sta povezani 
domena D iz SpA in domena C1 iz SpG s fleksibilnim linkerjem (DDAKK)n. Primerjava tako 
načrtovanega hibrida PA×PG s posameznima izhodiščnima domenama je pokazala, da ima fuzijski 
protein s šest tandemskimi ponovitvami linkerja kar 58-kratno večjo afiniteto do IgG na račun 
avidnosti in širše specifičnosti.109 Uporabni hibridni različici sta tudi proteina L/G ter L/A. Hibridno 
različico L/G uporabljamo kot afinitetni ligand za čiščenje različnih imunoglobulinov110-111, medtem 
ko hibrid L/A zagotavlja širok vezavni spekter za vse naravne imunoglobuline kot tudi 
rekombinantne fragmente protiteles.112  
Preglednica 3: Različice hibridnih bakterijskih imunoglobulin-vezavnih proteinov. 
Hibrid Kombinacija domen Vezava 
Protein A/G 4 domene SpA  + 2 domeni SpG veže vse podrazrede humanih IgG preko regije Fc108 
PA x PG domena SpA  + domena SpG veže vse podrazrede humanih IgG preko regije Fc109 
Protein L/G 4 domene PpL  + 2 domeni  SpG veže vse podrazrede humanih IgG preko regije Fc  in 
Fab (κ-lahke verige)110  
Protein L/A 4 domene PpL + 4 domene SpA veže vse podrazrede humanih IgG preko regije Fc  in 
Fab (κ-lahke verige)112 
1.3.3 Kratki peptidi kot afinitetni ligandi imunoglobulinov 
Kratki peptidi predstavljajo eno izmed perspektivnejših skupin novih, alternativnih afinitetnih 
ligandov. Za razliko od naravnih Ig-vezavnih proteinov kratki peptidi običajno nimajo višjih ravni 
zgradbe in so zato bolj obstojni pri ostrih pogojih. Pri potencialnem odpuščanju iz kolone 
predstavljajo manjše tveganje v primeru vnosa v telo, saj so kratki peptidi glede na znana dejstva 
neimunogeni. Pomembna prednost pred večjimi proteini je tudi cenejše pridobivanje; kemijska 
sinteza kratkih in enostavnih (tj. linearnih in necikliziranih) peptidov je namreč manj zahtevna od 
izražanja rekombinantnih bakterijskih proteinov. Zaradi majhne velikosti in posledično manjšega 
steričnega oviranja lahko pri imobilizaciji dosežemo večjo gostoto molekul peptida na nosilcu v 
primerjavi s proteini. To nam omogoča tudi lažje doseganje želene kapacitete afinitetne 
kromatografske kolone. Poleg tega se kratki peptidni ligandi običajno vežejo na tarčne proteine z 
zmerno afiniteto, zaradi česar lahko uporabimo milejše pogoje za prekinitev interakcije. Kljub temu 
pa imajo kratki peptidi kot afinitetni ligandi tudi nekatere pomanjkljivosti. Ena izmed teh je znatna 
dovzetnost za proteolitično razgradnjo. Problem nastane predvsem med čiščenjem in izolacijo 
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protiteles iz krvne plazme ali drugih bioloških tekočin, ki vsebujejo proteolitične encime. Slednji 
lahko povzročijo odpuščanje imobiliziranih peptidnih ligandov iz kolone in vodijo do izgube vezavne 
kapacitete afinitetnih kolon. Kritični proteazi, tripsin in α-kimotripsin, cepita peptidno verigo pri 
bazičnih (arginin in tirozin) in aromatskih (triptofan, fenilalanin in tirozin) aminokislinskih 
ostankih.113-114 Ena izmed možnosti preprečevanja proteolize, je dodatek proteaznih inhibitorjev v 
biološki vzorec, vendar ti predstavljajo velik strošek in zahtevajo dodaten korak odstranjevanja iz 
končne formulacije. Rešitev predstavljajo proteolitično odporne peptidne različice, pripravljene z 
uporabo racionalnega načrtovanja.115-116 Posamezne različice so lahko sestavljene iz nenaravnih 
aminokislin (npr. D-aminokislin), sintezni peptoidi (tj. peptidi s stranskimi skupinami, pripetimi na 
atom dušika namesto na α-ogljik), ali retro-inverzni peptidi, ki so sestavljeni iz D-aminokislin v 
obrnjenem vrstnem redu.117-118 Z omenjenimi pristopi lahko popolnoma odpravimo težavo ali pa 
vsaj znatno zmanjšamo podvrženost encimski razgradnji. Kljub temu proteazno odporne peptidne 
različice vseeno ne predstavljajo optimalne rešitve, saj so bistveno dražje, obenem pa so 
potencialno občutljive na kemijsko razgradnjo s kislinskimi in/ali alkalnimi raztopinami, ki jih 
uporabljamo za elucijo protiteles in čiščenje kromatografskega matriksa.  
Razvoj in načrtovanje peptidnih afinitetnih ligandov poteka največkrat s kombinacijo racionalnega 
načrtovanja (npr. ob pomoči molekulskega sidranja in silico) in neposrednega izbora iz različnih 
knjižnic z afinitetnimi selekcijskimi tehnikami. Peptidne knjižnice so običajno predstavljene na 
določenih nosilcih; glede na vrsto nosilca poznamo različne oblike knjižnic. Pri bioloških knjižnicah 
kot nosilec uporabljamo celoten organizem ali njegove posamezne dele (predstavitev na 
bakteriofagu, kvasovkah, ribosomih, mRNA).56-57 Sintezne, kombinatorne knjižnice so običajno 
pripravljene na polimernem nosilcu. Uporaba različnih pristopov je pripeljala do odkritja različnih 
kratkih, enostavnih peptidov z afiniteto do IgG protiteles (preglednica 4) in predstavljajo 
potencialno alternativo SpA.119 V nadaljevanju poglavja predstavljamo posamezne pomembnejše  
peptidne afinitetne ligande.   
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Preglednica 4: Kratki peptidi kot afinitetni ligandi imunoglobulinov.  
Peptid (Ref.) Izvor KD 
Vezavna 
kapaciteta 
[mg/mL] 
pH 
elucije 
Vezavno mesto 
PAM120 dendrimerna, 
sintezna, 
kombinatorna 
peptidna knjižnica 
0.3 µM 25 3 
regija Fc (območje 
med domenama 
CH2-CH3)  
D-PAM118 N.P. N.P. 3.5 
D-PAM-φ121 N.P. N.P.a 
 
4 
HWRGWV 
heksamerna, 
kombinatorna 
sintezna knjižnica  
3.8 µM 91.6 4 
regija Fc (domena 
CH3) 
HYFKFD  11 µM 27 4 
HFRRHL122 26 µM 33 4 
HWCitGWV 108 µM 72 4 
Ac-
HWMetCitGWMetV
123 
N.P. N.P. 4 
FGRLVSSIRY bakteriofagna 
predstavitvena 
knjižnica 
N.P. N.P. N.P. 
regija Fc TWKTSRISIF124 
N.P. N.P. N.P. 
FYWHCLDE 
racionalno 
načrtovanje 
biomimetika 
2.4-3.6 
µM 
104 
6 
regija Fc (območje 
med domenama 
CH2-CH3) 
FYCHWALE 6.1 µM 87 
FYCHTIDE125-128 5.7 µM 63 
DWHW racionalno 
načrtovanje 
mimetika 
11 µM 24.5 
3 ali 9 regija Fc CEWW 12 µM 18.8 
HEYW129 17 µM 16.5 
Fc-III130 
bakteriofagna 
predstavitvena 
knjižnica cikličnih 
peptidov 
70 nM N.P. 3.5 
regija Fc (območje 
med domenama 
CH2-CH3) 
FcBP-1 peptidomimetiki 
peptida Fc-III 
N.P.  N.P. N.P. 
FcBP-2131 1.8 nM N.P. N.P. 
Fc-III-4C132 
racionalno 
načrtovanje na 
osnovi peptida Fc-III  
2.45 nM 28.9 3.5 
EPIHRSTLTALL133 
bakteriofagna 
predstavitvena 
knjižnica 
N.P. N.P. N.P. regija Fc 
D2AAG sintezna, 
kombinatorna 
knjižnica 
1.3 µM 36 
3.6 
regija Fc (območje 
med domenama 
CH2-CH3) 
DAAG134 
384 nM 48 
cyclo[Link-M-
WFRHY-K]135  
sintezna mRNA 
predstavitvena 
knjižnica 
7.6 µM 19.7 4 regija Fc 
APAR136  kombinatorna 
knjižnica  
94 µM 9.1 7.4b N.P. 
FcRM137 sintezna, 
kombinatorna, 
ciklična knjižnica 
20 µM N.P. 2.7 regija Fc 
N.P. - Ni podatka; a - 10-kratno povišanje v primerjavi z D-PAM; b - od pH neodvisna elucija 
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Dendrimerni mimetik stafilokoknega proteina A (angl. »Protein A mimetic«, krajše PAM, imenovan 
tudi TG19318) je tetramerni tripeptid z aminokislinsko sestavo (Arg-Thr-Tyr)4-Lys2-Lys-Gly (slika 
6A). Sestavljen je iz štirih identičnih peptidnih verig, pri čemer vsaka veriga posnema zgradbo in 
vezavne lastnosti SpA.120 Dendrimer so odkrili s presejanjem sintezne kombinatorne knjižnice, 
pripravljene na trdnem nosilcu po principu sintezne metode »mix and split«. PAM veže hFc z 
disociacijsko konstanto 0,3 µM in izkazuje širšo specifičnost kot SpA. Poleg vseh podrazredov 
humanih IgG prepozna tudi nekatere druge razrede humanih protiteles (IgG, IgA ter IgE) ter 
nekatera živalska protitelesa (goveja, konjska, svinjska, mišja, podganja, kunčja, kozja, ovčja ter 
piščančja).138 Afinitetna kolona z imobiliziranim ligandom PAM dosega visoko vezavno kapaciteto, 
kar do 25 mg IgG/mL afinitetnega matriksa. V nadaljevanju je PAM predstavljal spojino vodnico za 
racionalno načrtovanje izboljšanega afinitetnega liganda. Optimizacija je vodila do različice D-PAM, 
kjer so vsi aminokislinski ostanki zamenjani z D-enantiomernimi oblikami (slika 6B).118 Tako 
racionalno načrtovan ligand predstavlja različico, odporno proti razgradnji s proteazami in zato 
stabilno pri stiku z različnimi biološkimi vzorci. Afinitetna kolona z ligandom druge generacije je 
komercialno dostopna pod imenom Kaptiv-GY (Interchim, Francija). Kristalna zgradba kompleksa D-
PAM s humanim fragmentom Fc IgG1 protiteles (PDB-koda 3D6G) (slika 6D, 6E) je bila osnova za 
nadaljnjo racionalno načrtovanje in optimizacijo liganda. Tretja generacija dendrimernega liganda 
(D-PAM-ф) vsebuje dodatno uvedene fenilacetilne skupine na Nα-končnih argininih (slika 6C).121 
Uvedba fenilacetilnih skupin omogoča dodatno interakcijo s fragmentom Fc, kar privede do 
izboljšane afinitete vezave ter omogoča učinkovitejšo izolacijo tako poliklonskih protiteles hIgG iz 
seruma, kot tudi rekombinantnih protiteles razreda IgG1 iz kompleksnih gojišč. Vezavna kapaciteta 
kolone z imobiliziranim D-PAM-φ znaša 10 mg/mL, 10-krat več kot je ocenjena kapaciteta liganda 
D-PAM.121  
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Slika 6: Shematski prikaz struktur dendrimernih peptidnih ligandov fragmenta Fc protiteles. A. PAM, B. D-
PAM, C. D-PAM-φ. Majhne črke označujejo D-konfiguracijo aminokislin, φ predstavlja fenilacetilno skupino 
na prostem alfa atomu dušika argininskega aminokislinskega ostanka. D. Kristalna zgradba fragmenta Fc 
humanega IgG1 v kompleksu z dendrimernim ligandom D-PAM (označen z roza barvo, s paličasto strukturo; 
PDB-koda 3D6G139). E. Podrobnejši vpogled v strukturo interakcije med D-PAM in fragmentom Fc. Modele 
proteinskih kompleksov smo izrisali z uporabo programske opreme PyMOL. 
Druga pomembnejša skupina peptidnih ligandov je družina linearnih heksapeptidov, ki so jih odkrili 
s presejanjem sintezne heksamerne knjižnice na trdnem nosilcu.122 Izbrani peptidni ligandi 
vsebujejo minimalen aminokislinski motiv; N-končen histidin s sledečimi aromatskimi 
aminokislinami ter dodatno pozitivno nabito aminokislino. Poleg vezave vseh podrazredov 
humanih IgG vežejo tudi protitelesa nekaterih drugih živalskih vrst (goveje, mišje, kunčje, kozje ter 
kamelje IgG). Njihova zmerna vezavna afiniteta (KD ~ 10
-5-10-6 M), omogoča elucijo protiteles pod 
razmeroma nežnimi pogoji s pufri vrednosti  pH med 4 in 5. Trije izbrani peptidi z aminokislinskim 
zaporedjem HWRGWV, HYFKFD in HFRRHL, so predstavljali osrednjo skupino afinitetnih ligandov za 
nadaljnjo optimizacijo. Ligand HWRGWV ni tekmoval za vezavo na IgG s SpA ali SpG, kar nakazuje 
na vezavno mesto, ki ga večina bakterijskih vezavnih proteinov ne izkorišča. Masna spektroskopija 
in računalniško modeliranje interakcije predvidevajo vezavno mesto na regiji pFc (domena CH3 po 
proteolitični razgradnji s pepsinom), natančneje na zanko med aminokislinskima mestoma Ser383-
Asn389 (SNGQPEN).140 Vezavna interakcija z zanko vključuje tako vodikove vezi kot tudi tudi 
hidrofobne interakcije in tudi nekaj elektrostatskih interakcij. Zaradi morebitne proteolitične 
razgradnje peptidnih ligandov s proteazami iz bioloških vzorcev, so v nadaljevanju strmeli k razvoju 
peptidnih ligandov na osnovi peptida HWRGWV z izboljšano biokemijsko stabilnostjo za čiščenje 
IgG tudi iz bioloških vzorcev.123 Posamezne aminokislinske ostanke  so zamenjali z nenaravnimi 
aminokislinami in pri tem želeli ohraniti afiniteto ter selektivnost. V ta namen so racionalno 
načrtovali virtualno knjižnico, kjer so sistematično zamenjali bazične aminokisline z alkiliranimi 
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različicami, kot so metiliran triptofan (WMet), metiliran lizin (KMet) in dimetiliran lizin (K(Met)2); 
aromatski argininski ostanek so zamenjali s citrulinom (Cit). Virtualno knjižnico so in silico presejali 
z uporabo računalniške simulacije (HADDOCK) na vezavno mesto hIgG, med aminokislinama 
Ser283-Asn389. Odkrili so dva obetavna analoga (HWMetCitGWMetV in HWCitGWVC). Različica 
HWCitGWVC je pokazala višjo afiniteto vezave Fc (KD = 1,08 × 10
-5 M) od starševskega peptida (KD = 
3,8 × 10-6 M). Po drugi strani je različica Ac-HWMetCitGWMetV pokazala večjo selektivnost od 
prvotnega peptida. 123 
Poleg presejanja sinteznih kombinatornih knjižnic na polimernem nosilcu obstajajo tudi drugi 
pristopi identifikacij novih peptidnih ligandov protiteles. Eden od pristopov je racionalno 
načrtovanje biomimetikov glede na znano kristalno zgradbo kompleksa SpA-hIgG ter posnemanje 
vezavnega motiva na SpA. Pri tem so kot osnovo za izgradnjo nove peptidne knjižnice izbrali ključne 
aminokisline na SpA, ki so udeležene v interakciji, in na ta mesta vključili strukturno podobne 
aminokisline. Na tak način so pripravili knjižnico 2173 peptidov. Za nadaljnje vrednotenje so izbrali 
oktapeptid z aminokislinskim zaporedjem FYWHCLDE. Vezava slednjega na hFc z ravnotežno 
konstanto disociacije 1,5 × 10-6 M je temeljila predvsem na elektrostatskih interakcijah.125-128 
Naslednji primeri uspešnega racionalnega načrtovanja afinitetnih ligandov (izhajajoč iz kristalne 
zgradbe kompleksa med SpA in hIgG), so trije kratki peptidi DWHW, CEWW and HEYW. Med njimi 
peptid DWHW z ravnotežno konstanto disociacije 1,1 × 10-5 M, izstopa kot potencialni afinitetni 
ligand za čiščenje IgG iz različnih kompleksnih zmesi, kjer elucijo dosežemo s pH 9 ali pH 3.129  
Kratki, linearni peptidi velikokrat nimajo dovolj rigidnih struktur, da bi zagotovili zadostno vezavno 
afiniteto do ciljne makromolekule. Ciklizacija linearnega peptida omeji fleksibilnost, kar posledično 
vodi do nižjega entropijskega prispevka za vezavo na tarčo in obenem večjo odpornost proti 
encimski razgradnji. S presejanjem sintezne knjižnice dimernih tripeptidov za vezavo na hFc so 
odkrili afinitetni ligand s formulo (Cys-Phe-His-His)2-Lys-Gly, imenovan peptid H. Peptid H so 
naknadno ciklizirali z uvedbo disulfidnega mostička med obema cisteinskima ostankoma. Peptid H 
je potencialno uporaben v afinitetni kromatografiji za čiščenje mišjih in podganjih IgG, bistveno 
manjšo selektivnost pa izkazuje do humanih in kunčjih IgG.  
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Slika 7: Shematska predstavitev racionalnega razvoja peptidnih ligandov fragmenta Fc iz osnovnega Fc-III. A. 
Cikličen peptid Fc-III so odkrili s presejanjem bakteriofagne predstavitvene knjižnice naključnih peptidov. B., 
C. Peptidomimetik FcBP-1 so pripravili z zamenjavo končnih aminokislinskih ostankov z dipeptidom D-Pro-L-
Pro (pri FcBP-2 so ostanka D-Pro-L-Pro le dodali na osnovno strukturo Fc-III). D. Peptidomimetik Fc-III-4C so 
zasnovali z dvema dodatnim cisteinskima ostankoma z namenom ohranitve dvojno ciklične strukture. E. 
Kristalna struktura peptidnega liganda Fc-III (modra barva) v kompleksu s fragmentom Fc humanega IgG (v 
območju med domenama CH2-CH3) (PDB-koda 1DN2).
130 F. Aminokislinski ostanki na fragmentu Fc, ki 
sodelujejo v interakciji s peptidom Fc-III, so označeni z rdečo bravo. Modele proteinskih kompleksov smo 
izrisali z uporabo programske opreme PyMOL. 
Večje število peptidnih ligandov so odkrili s pomočjo presejanja različnih peptidno predstavitvenih 
knjižnic. Eden izmed bolj znanih peptidnih ligandov, odkrit z afinitetnimi selekcijami peptidno-
predstavitvene knjižnice na bakteriofagu, je 13 aminokislin dolg cikličen peptid, imenovan Fc-III 
(DCAWHLGELVWCT) z visoko vezavno afiniteto (KD ~ 185 nM) do hFc.
130 Kristalna zgradba Fc-III 
peptida v kompleksu s hFc protiteles (slika 7A) razkriva, da je vezavno mesto na območju med 
domenama CH2-CH3. Pri peptidnem ligandu Fc-III je konformacija stabilizirana z disulfidnim 
mostičkom med dvema cisteinoma. Cisteinska ostanka predstavljata mesto za potencialno 
optimizacijo strukture peptida. Ciklizacija preko uvedbe dipeptida D-Pro-L-Pro je vodila do nastanka 
FcBP-2, medtem ko je zgolj zamenjava cisteinskega mostička z enakim dipeptidom vodila v krajši 
peptidomimetik FcBP-1 (sliki 7B in 7A).131 Uvedba dipeptida D-Pro-L-Pro ohrani ciklično zgradbo, 
vendar z omejeno rigidnostjo peptidomimetika. Peptidomimetik FcBP-1 vsebuje devet 
aminokislinskih ostankov in se na hFc veže s šibko afiniteto pri pH 7,4 (IC50 ~ 65 µM). Vzrok za nižjo 
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afiniteto je konfiguracija osnovne strukture z dvema zaporednima cis peptidnima vezema, kar 
izzove konformacijo triptofana na mestu 9 v konfiguraciji, drugačni kot pri SpA. Peptidomimetik 
FcBP-2 (slika 7C) pa doseže popolno ujemanje s farmakoforom SpA. Dvojno cikličen 
peptidomimetik FcBP-2 ima kar 80-kratno višjo afiniteto v primerjavi z izhodiščnim peptidom Fc-III 
(KD ~ 2,2 nM),
131 vendar je dvojna ciklizacija za pridobivanje peptidomimetikov precej zahtevna in 
neprimerna za rutinsko sintezo peptidov. Prav tako D-Pro ni preprosto vključiti v nastajajoč sintezni 
peptid. Zaradi omenjenih težav so pred kratkim razvili tretjo generacijo peptidomimetika, 
načrtovanega iz izhodiščnega Fc-III. Zamenjava dipeptida D-Pro-L-Pro z dvema cisteinskima 
ostankoma je bistveno poenostavila sintezo peptidnega liganda. Peptid tretje generacije, Fc-III-4C 
(slika 7D) je tako ohranil dvojno ciklično strukturo, ki je nujno potrebna za visoko afinitetno vezavo 
na humani IgG (KD ~ 2,45 nM).
132 Tako načrtovanemu afinitetnemu ligandu se je afiniteta zvišala za 
faktor trideset v primerjavi z izhodiščnim peptidom Fc-III. Peptidomimetik Fc-III-4C so v 
nadaljevanju konjugirali na agarozne delce in te uporabili kot afinitetni matriks za čiščenje humanih 
IgG iz seruma.132  
Nekaj cikličnih peptidov so identificirali tudi s pomočjo predstavitve na mRNA. S tem pristopom 
lahko vključimo v knjižnične peptide tudi nenaravne aminokisline, kar še dodatno poveča 
diverziteto knjižnice. Menegetti in sodelavci so z afinitetno selekcijo iz kombinatorne knjižnice 
cikličnih pentapeptidov, predstavljenih na mRNA, identificirali nekaj homolognih imunoglobulinskih 
afinitetnih ligandov. Kot najboljši kandidat se je izkazal peptid ciklo[Link-M-WFRHY-K] (kjer Link 
označuje ciklizacijo strukture med Nα atomom metionina in Nε atomom lizina z glutarno kislino). 
Cikličen peptid je izkazoval afiniteto do vseh podrazredov humanih IgG ter nekaterih živalskih IgG. 
Elucija poteka pod milejšimi pogoji (pri pH 4), kar je posledica zmerne afinitete cikličnega 
peptidnega liganda (KD ~ 7,6 × 10
-6 M).135  
1.3.4 Sintezni nizkomolekularni afinitetni ligandi 
Kratki peptidni afinitetni ligandi ponujajo nekaj prednosti pred bakterijskimi Ig-vezavnimi proteini, 
vendar imajo tudi večjo pomanjkljivost; dovzetni so za hidrolizo, tako s proteolitičnimi encimi, kot 
tudi s kemikalijami. Z namenom doseganja večje stabilnosti so razvili novo skupino afinitetnih 
ligandov IgG, sintezne nizkomolekularne ligande. Te so identificirali s presejanjem kemijskih 
kombinatornih knjižnic, zasnovanih na ne-peptidnem ogrodju, ali pa so jih načrtovali racionalno kot 
majhne, funkcionalne mimetike bakterijskih Ig-vezavnih proteinov.53 Splošni princip načrtovanja 
spojine vodnice de novo temelji na kristalni zgradbi in preučevanju molekulske interakcije med 
bakterijskimi Ig-vezavnimi proteini z IgG. Na tak način so razvili nekatere sintezne afinitetne 
ligande, ki simulirajo vezavne lastnosti SpA ali PpL. Kot osnovno ogrodje so uporabili triazinski 
obroč, ki omogoča pripenjanje naravnih ali nenaravnih stranskih verig aminokislin.141 Sintezni 
nizkomolekularni ligandi so cenovno ugodni in stabilni in kot taki uporabni za namene afinitetne 
kromatografije, kar pojasnjuje porast njihovega števila na trgu ter njihovo uspešno trženje. Poleg 
omenjenih prednosti pa imajo veliko pomanjkljivost; razmeroma nizko stopnjo specifičnosti.142  
Prvi sintezni nizkomolekularni afinitetni ligand IgG je bil tako imenovani umetni protein A (krajše 
ApA, angl. »Artificial protein A«).75 ApA je nepeptidni, popolnoma sintezni afinitetni ligand, 
katerega struktura temelji na triazinskem ogrodju (slika 8B). Razvili so ga z racionalnim 
načrtovanjem iz osnovnega dipeptidnega motiva na površini SpA (Phe132-Tyr133; slika 8A), ki je 
bistven za vezavo hFc.62 Stranski verigi obeh ključnih aminokislinskih ostankov sta povezani s 
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triazinskim obročem in na tak način posnemata hidrofobno jedro, izpostavljeno na vijačnici Ig-
vezavne domene SpA. 
Na osnovi zgradbe ApA kot spojine vodnice so pripravili sintezno knjižnico spojin, imobiliziranih na 
polimerni matriks. Z vrednotenjem spojin glede na vezavno sposobnost IgG, so identificirali 
izboljšan  nizkomolekularni ligand, poimenovan ligand 22/8 (slika 8C).143 Sestavljen je iz dveh 
aromatskih aminov (3-aminofenola in 4-1-naftolona), povezanih s triazinskim obročem. Ligand 22/8 
se je izkazal kot visoko stabilen z razmeroma visoko vezavno afiniteto (Ka = 1,4 × 10
5 M) in 
specifičnostjo za številne IgG. Opisan razvoj je privedel do trženja dveh sinteznih nepeptidnih 
mimetikov proteina A (slika 8D in 8E).141, 144-145  
 
Slika 8: Kemijska struktura in shematski prikaz razvoja nizko-molekularnih afinitetnih ligandov, ki jim je 
skupen triazinski obroč. MabSorbent A1P in A2P sta komercialno dostopni afinitetni koloni na osnovi 
triaznskih ligandov IgG (D in E), ki ju trži Prometic Life Science (Laval, Kanada). 
Drug sintezni nizkomolekularni afinitetni ligand z imenom ligand 8/7 (slika 9) je mimetik PpL, ki so 
ga zasnovali po enakem načelu kot ligand 22/8.146 Sprva so kartirali interakcijo med PpL in 
fragmentom Fab ter identificirali enajst ključnih, pretežno hidrofilnih aminokislinskih ostankov na 
PpL, ki so odgovorni za večinski delež vezavne energije. Na tej osnovi so skonstruirali sintezno 
kombinatorno knjižnico 169 triazinskih spojin. Ligand 8/7 so izbrali kot vodilni ligand za čiščenje 
fragmentov Fab, F(ab)2 in scFv.
147 Mimetik PpL prepozna tako lahko verigo κ kot tudi λ verigo 
protiteles IgG. Tako veže tudi človeške imunoglobuline različnih razredov in celo drugih živalskih 
vrst.147 Komercialno afinitetno kromatografsko kolono z ligandom 8/7 na trgu najdemo pod 
imenom FabsorbentTM F1P HF (Prometic, Kanada) in veže humane IgG z vezavno afinitetno Ka= 10
4 
M-1.  
A. Dipeptidni motiv na SpA
Phe-132 Tyr-133
B. Mimetik proteina A (ApA) C. Ligand 22/8
D. MAbSorbent A1PE. MAbSorbent A2P
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Slika 9: Kemijska struktura sinteznega nizkomolekularnega liganda 8/7.  
Poleg uveljavljenih ligandov s triazinskim obročem so nedavno razvili tudi sintezne ligande za 
čiščenje Fab in IgG kot produkte Ugi-reakcij. Ugi-reakcija je štirikomponentna reakcija, ki vključuje 
aldehid (ali keton), amino- ter izonitrilno- skupino ter karboksilno kislino in omogoča kombinatorno 
sintezo bis-amidov z visoko diverziteto.148 Produkte Ugi-reakcije označujemo z AxCyIz, kjer se »A« 
nanaša na aminsko komponento, »C« na karboksilno kislino, »I« na izonitrilno skupino; črki x, y in z 
označujejo posamezne komponente iz seznama kombinatorne knjižnice sinteznih spojin.149 Glavna 
prednost Ugi-reakcije je, da produkt lahko nastaja neposredno na polimernem nosilcu, kar zmanjša 
število korakov za pripravo takšne afinitetne kolone, prihrani čas in stroške reagentov ter dela.150 
Obenem pa ima tako imenovano Ugi-ogrodje večjo strukturno fleksibilnost v primerjavi s 
triazinskim obročem in na tak način omogoča razvoj razvejanih, cikliziranih sinteznih afinitetnih 
ligandov.151 Največja prednost Ugi-ogrodja je bistveno boljše posnemanje dipeptidne zgradbe. Za 
čiščenje protiteles so razvili tri sintezne nizkomolekularne ligande (slika 10): A3C1, mimetik Fab-
vezavnega mesta na PpL149; A2C11I1, mimetik Fc-vezavnega mesta na SpG152; in A2C7I1, mimetik 
Fab-vezavnega mesta na SpG.153 Ligand A2C11I1 je uporaben za čiščenje vseh sesalskih Ig in 
izkazuje razmeroma visoko afiniteto do protiteles (KD = 4,78 μM).  
Matriks
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Slika 10: Kemijske strukture sinteznih afinitetnih ligandov, osnovanih na Ugi-ogrodju.  
1.3.5 Aptameri  
Aptameri so kratke, le nekaj deset nukleotidov dolge enoverižne molekule RNA ali DNA s 
sposobnostjo tvorbe kompleksnih sekundarnih struktur. Selektivno prepoznajo in vežejo specifične 
(makro)molekule preko različnih, v splošnem multipolnih elektrostatskih interakcij, običajno 
posredovanih ali stabiliziranih z eno- ali dvovalentnimi kationi, ki omogočajo pravilno zvitje ter 
stabilizacijo sekundarnih struktur. Po afiniteti in selektivnosti do tarče ne zaostajajo za protitelesi in 
jih zato vse pogosteje uporabljamo kot afinitetne ligande (tudi za namene afinitetne 
kromatografije).154 V nasprotju z afinitetnimi ligandi proteinske narave aptamere pripravljamo 
sintezno, kar bistveno zniža proizvodne stroške.155 Tudi postopek ciljanega razvoja proti specifični 
biološki tarči, imenovan SELEX, je razmeroma enostaven in hiter. Dodatno prednost uporabe 
aptamerov za namene afinitetne kromatografije predstavljajo različne modifikacije nukleotidnega 
zaporedja, s katerimi zagotovimo odpornost aptamerov proti nukleazam ali širimo kemijski prostor 
in s tem selektivnost interakcij. Ključna prednost aptamerov kot afinitetnih ligandov je uporaba 
bistveno bolj milih pogojev elucije v afinitetni kromatografiji.156 Vezava aptamerov na specifično 
A. A3C1
Dipeptidni motiv na PpL
Tyr-35 Glu-38
B. A2C11l1
Asn-35Trp-43
Matriks
C. A2C7I1
Dipeptidni motiv na SpG
Tyr-38 Asn-42
Matriks
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biološko molekulo je velikokrat pogojena s kofaktorji, najpogosteje dvovalentnimi kationi. Tako 
prekinitev močne interakcije med tarčo in aptamerom dosežemo zgolj s kompleksacijo 
kofaktorjev.157  
Do današnjega dne so razvili mnoge Ig-specifične aptamere z različnim namenom uporabe: za 
usmerjeno imobilizacijo protiteles na biosenzorjih158-160, kvantifikacijo IgG preko qPCR161, kot 
nadomestke sekundarnih protiteles pri prenosu western162-163, za izolacijo ter čiščenje IgG163-164, v 
diagnostične165 ter številne druge namene166-167. Širok nabor uporabe aptamerov je posledica 
visoke selektivnosti do konstantne regije protiteles brez navzkrižne reaktivnosti s sorodnimi 
imunoglobulini različnih vrst in/ali različnimi podrazredi imunoglobulinov znotraj iste vrste. Najbolj 
ovrednoten aptamer, poimenovan Apt8-2, je sestavljen iz 23 nukleotidov. Identificirali so ga s 
presejanjem knjižice s 5 × 1014 molekul RNA z randomizacijo preko 40 nukleotidov in ga naknadno 
minimizirali.164 Apt8-2 veže fragment Fc (na zanki CH2-CH3) humanih IgG z afiniteto v 
submikromolarnem območju ob prisotnosti magnezijevih ali kalcijevih dvovalentnih ionov kot 
kofaktorjev (slika 11). Interakcija je stabilna tudi v pogojih, kot so 1 M NaCl, 1 M urea ter citratni 
pufer s pH 3,0. Elucijo dosežemo z 10 mM EDTA, ki izzove destabilizacijo sekundarne zgradbe 
aptamera. Afinitetna kromatografska kolona na osnovi aptamera Apt8-2 omogoča čiščenje 
humanih IgG iz celičnih kultur s primerljivo učinkovitostjo kot afinitetne kolone na osnovi SpA. 
Kristalna zgradba aptamera Apt8-2 v kompleksu s hFc je prikazana na sliki 11B.168 
 
Slika 11: Kristalna zgradba aptamera 8-2 (Apt 8-2) v kompleksu s humanim fragmentom Fc (PDP-koda 
3AGV).168 A. Apt 8-2 je prikazan z oranžno barvo, fragment Fc humanih IgG s sivo barvo. B. Na Apt8-2 vezani 
ioni Ca2+ so označeni z rumenimi kroglicami. Zanka CH2-CH3 je prikazana z rdečo barvo in puščico. Modele 
proteinskih kompleksov smo izrisali z uporabo programske opreme PyMOL.  
1.3.6 Drugi psevdospecifični afinitetni ligandi 
Psevdospecifične afinitetne ligande imunoglobulinov lahko razvrstimo v dve skupini glede na 
njihovo zgradbo ali vrsto uporabe. Vsem je skupno to, da so robustni, cenovno ugodni in odporni 
proti  pogojem za čiščenje in regeneracijo kolone. Običajno imajo dobre sposobnosti vezave, 
vendar le zmerno specifičnost do imunoglobulinov. Kromatografski postopki, ki temeljijo na 
psevdospecifičnih ligandih, zato zahtevajo obsežno predhodno optimizacijo in pogosto potekajo ob 
prisotnosti soli v kromatografskem pufru. Največja omejitev takšnih ligandov je torej neučinkovito 
A B
CH2
CH3
Apt 8-2
CH2-CH3 zanka
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odstranjevanje nečistoč, zaradi česar je potrebno celotno shemo čiščenja prilagoditi, da bi izdelek 
zadostil strogim kriterijem kakovosti za terapevtska mAb. To običajno pomeni, da je potrebno več 
dodatnih kromatografskih korakov, kar vodi do nižjega končnega donosa in večjih stroškov.169 
1.4 Uporaba afinitetnih Ig-vezavnih ligandov  
Najpomembnejša aplikativna uporaba afinitetnih ligandov z vezavno afiniteto do IgG je izolacija in 
čiščenje protiteles z afinitetno kromatografijo, kot temeljni korak v okviru zaključnih biotehnoloških 
procesov. Poleg tega lahko iste afinitetne ligande uporabljamo tudi v druge namene; ti so na kratko 
opisani spodaj.  
 
Slika 12: Shematski prikaz uporabe Ig-vezavnih afinitetnih ligandov. A. Uporaba v namene preparativne 
afinitetne kromatografije za izolacijo in čiščenje mAb. B. Uporaba v bioanalizne namene za imobilizacijo 
protiteles. C. Uporaba Ig-vezavnih afinitetnih ligandov v naprednih farmacevtskih dostavnih sistemih; zgoraj 
prikaz bispecifičnega imunskega kompleksa, spodaj prikaz dostave rekombinantnega proteina (označen s 
sivim krogom) v imunokompleksu.  
1.4.1 Imobilizacija protiteles 
Velikokrat uporabljamo afinitetne Ig-ligande za imobilizacijo protiteles na trdni površini. Usmerjena 
imobilizacija protiteles (oz. fuzijskih proteinov s fragmentom Fc) je pomembna pri številnih 
naprednih bioanaliznih metodah, ki temeljijo na interakciji s protitelesi (na primer biosenzorji za 
analizo vezave na osnovi površinske plazmonske resonance (SPR) ali proteinske mikromreže) ter 
imunodiagnostiki.170-172 Bakterijske Ig-vezavne proteine (SpA, SpG) največkrat uporabljamo za 
pritrditev protiteles na površino senzorjev. Doseči je mogoče optimalno, tj. usmerjeno orientacijo 
protiteles z namenom popolne funkcionalnosti ter ponovljivosti bioanaliznih metod. Večina prej 
omenjenih afinitetnih ligandov specifično veže nativni fragment Fc protiteles, s čimer protitelesa v 
celoti ohranijo vezavno aktivnost. V ta namen so zaželeni stabilni in majhni afinitetni ligandi za čim 
bolj učinkovito prekrivnost površine senzorja in s tem občutljivosti bioanaliznih metod (kot sta SPR 
in encimskoimunoloski testi).  
1.4.2 Terapevtska afereza 
Druga uporaba Ig-afinitetnih ligandov je terapevtska afereza, ki jo najpogosteje uporabljamo za 
odstranjevanje (odvečnih) protiteles iz plazme. Izraz imunoadsorpcija (IA) pomeni terapevtsko 
odstranitev imunoglobulinov na nespecifičen način, kar največkrat uporabljamo za zdravljenje s 
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protitelesi povezanih avtoimunskih bolezni ter pri akutnih zavrnitvah transplantatov.173-174 IA 
zahteva visoko afinitetne kolone, temelječe na afinitetnih matriksih s SpA ali SpG, ki odstranjujejo 
(avto)protitelesa iz plazme. Potencialno odpuščanje bakterijskih Ig-vezavnih proteinov iz kolone 
med (plazm)aferezo pomeni razmeroma visoko tveganje imunogenosti, zaradi česar vse pogosteje 
uporabljamo krajše peptidne ali sintezne afinitetne ligande. Nekaj novo razvitih imunoadsorpcijskih 
matriksov, ki temeljijo na sinteznih peptidih, je že v uporabi in so komercialno dostopni.175-177  
1.4.3 Napredni dostavni sistemi 
Opisane afinitetne ligande lahko (vsaj teoretično) uporabimo tudi pri načrtovanju različnih 
naprednih dostavnih farmacevtskih sistemov. Eden izmed načinov je konjugacija omenjenih 
afinitetnih ligandov (kot so peptidi ali sintezni nizkomolekularni ligandi) z rekombinantnimi 
terapevtskimi proteini. Na tak način bi podaljšali razpolovno dobo in ciljano dostavo 
rekombinantnih proteinov. Podoben pristop je tudi nekovalentna pripojitev afinitetnega liganda na 
protitelo in s tem priprava konjugata.178 Na primer, afinitetne ligande kot fuzijske »repke« lahko 
pripojimo različnim rekombinantnim proteinom (npr. toksinu davice), kar bi omogočilo enostavno 
in situ pripravo usmerjenih imunokonjugatov (npr. imunotoksinov) z izbranimi ciljanimi protitelesi 
tik pred aplikacijo. Afinitetni ligandi v ustrezni obliki (tetramerni razvejani kompleksi) s sočasno 
vezavo dveh različnih molekul IgG bi omogočili tudi tvorbo bispecifičnih kompleksov, pri čemer 
vsako protitelo veže specifično tarčo (npr. povezava rakave celice in limfocita T preko povezanih 
protiteles, analogno tehnologiji BiTE®)179-181. S pomočjo afinitetnih ligandov je omogočena tudi 
specifična dostava nanodelcev ali drugih dostavnih oblik na točno določeno mesto v organizmu. Na 
primer, afinitetni ligandi, pritrjeni na nanodelce z zdravilno učinkovino, bi omogočili imobilizacijo 
protiteles in posledično specifično dostavo nanodelcev.  
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Monoklonska protitelesa so ena izmed pomembnejših in vse bolj obsežnih skupin bioloških 
učinkovin za zdravljenje različnih bolezni. Pridobivamo jih s tehnologijo rekombinantne DNA v 
sesalskih celičnih linijah, izoliramo pa z afinitetno kromatografijo na osnovi bakterijskih Ig-vezavnih 
proteinov. Slednji so sicer visoko specifični ligandi konstantnih regij imunoglobulinov, vendar imajo 
tudi marsikatero slabost. Ena izmed potencialnih alternativ bakterijskim imunoglobulin-vezavnih 
proteinov so peptidni ligandi. Osrednji namen doktorskega dela je razvoj novih peptidnih ligandov 
regij Fc humanih protiteles, pri čemer bomo kot osnovni tehniki uporabili predstavitev na 
bakteriofagu in afinitetno selekcijo. Temeljna predpostavka pričujoče disertacije je, da bomo s 
presejanjem bakteriofagnih predstavitvenih knjižnic kratkih peptidov uspeli pridobiti strukturno 
enostavne in selektivne ligande regije Fc humanih imunoglobulinov G. S podrobno opredelitvijo 
izbranih peptidnih ligandov in s pomočjo usmerjene mutageneze želimo prepoznati aminokislinske 
ostanke, ključne za vezavo na regijo Fc IgG, in s tem minimalen peptidni motiv, potreben za vezavo 
na tarčo. Na osnovi optimiranega sinteznega peptidnega liganda bomo pripravili modelno 
afinitetno kromatografsko kolono za izolacijo in čiščenje protiteles. V sklopu doktorske disertacije 
želimo kromatografsko kolono s peptidnimi ligandi ovrednotiti z vidika dinamične vezavne 
kapacitete in selektivnosti do IgG ter jo primerjati z afinitetno kolono na osnovi SpA. Pričakujemo, 
da bo kromatografska kolona s peptidnimi ligandi zaradi nižje afinitete le-teh dopuščala elucijo pod 
milejšimi pogoji in da bo zaradi odsotnosti višjih ravni zgradbe peptidov izkazovala boljšo stabilnost 
v primerjavi s konvencionalnimi afinitetnimi kromatografskimi kolonami za izolacijo in čiščenje 
imunoglobulinov. 
Raziskovalne hipoteze: 
1. S pomočjo tehnologije predstavitve na bakteriofagu in presejanjem bakteriofagnih knjižnic 
bomo pridobili peptide, ki bodo izkazovali specifičnost in zadovoljivo afiniteto (predvidoma 
v submikromolarnem območju) do regije Fc imunoglobulinov. 
2. Stabilnost stacionarne faze s peptidnim ligandom bo boljša v primerjavi z že uveljavljenima 
proteinoma A in G.  
3. Čiščenje imunoglobulinov z novo razvitim peptidom bo potekalo pod milejšimi pogoji 
elucije.  
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3. MATERIALI  
3.1  Laboratorijska oprema 
Aparatura Proizvajalec 
Analizna tehtnica Mettler Toledo, Švica 
Kromatografski sistem ÄKTA Explorer 10 S GE Healthcare Bio-Sciences AB, Švedska 
Aseptična komora Iskra PIO, Slovenija 
Avtoklav A-21CA Kambič, Slovenija 
Kadička za vertikalno elektroforezo MiniProtean 3 Cell Bio-Rad, ZDA 
Aparatura za elektroforezni prenos Western Transblot 
Cell 
Bio-Rad, ZDA 
Centrifuga Sorvall WX Ultra 100 ThermoScientific, ZDA 
Centrifuga 5804 R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga – minispin Eppendorf, Nemčija 
Ciklični termostat AB GeneAmp PCR System 2700 Applied Biosystem, ZDA 
Kadička za horizontalno elektroforezo B1A Easy Cast 
minigel 
Owl, ZDA 
Inkubator UNIHOOD 650, Uniequip UniEquip Laborgerätebau- und 
Vertriebs GmbH, Nemčija 
Magnetno mešalo, Rotamix 550MMH Tehtnica, Slovenija 
Magnetno stojalo Invitrogen, Norveška 
Mikrotitrski čitalec Tecan Safire2 Tecan, Švica 
Mikrotitrski čitalec BioTek Epoch BioTek Instruments, Inc., ZDA 
Aparatura za mikrotermoforezo Monolith NT.115pico 
red 
Nanotemper Technologies, Nemčija 
Mikrovalovna pečica AEG, Nemčija 
Avtomatska multikanalna pipeta (50-300 µL) Eppendorf, Nemčija 
pH-meter Metrohm, Švica 
Avtomatske pipete ( 5 µL - 100 µL, 50 µL - 1200 µL) Eppendorf, Nemčija 
Sistem za analizo in dokumentacijo gelov in membran G-
box 
Syngene, ZDA 
Spektrofotometer, LAMBDA Bio+ PerkinElmer, ZDA 
Spektrofotometer NanoDrop ND-1000 NanoDrop Technologies, Nemčija 
Avtomatski refraktometer za analizo molekulskih 
interakcij s površinsko plazmonsko resonanco Biacore 
X100 
GE Healthcare Life Sciences, ZDA 
Tehtnica Exacta Tehtnica, Slovenija 
Termoblok Biometra, Nemčija 
Transiluminator  TFX – 20M, Vilber Lourmat, Francija 
Ultrazvočna kopel Sonis3 Iskra PIO, Slovenija 
Ultrazvočna sonda UltraSonic Processor 130 Watt Cole-Parmer, ZDA 
Vakuumska črpalka Millipore, Francija 
Vibracijski mešalnik Tehtnica, Slovenija 
Vir napetosti elektroforezne kadičke, PowerEase 500 Novex, Nemčija 
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Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Centrifugirke (15 ml, 50 ml) Corning, ZDA 
Acetilcelulozni membranski filtri za brizge; 0,2 µm, Millex Millipore, Francija 
Membranski filtri v obliki mikrotitrskih ploščic Multiscreen 
Filter Plate MAIPS4510 
Millipore, Francija 
Dializne kasete Slide-A-Lyzer 10K MWCO, 3 mL  Thermoscientific, ZDA 
Ohišje kromatografske kolone Tricorn 5/20 GE Healthcare, Velika Britanija 
Ohišje kromatografske kolone PolyPrep BioRad, ZDA 
Kromatografske kolone Nap-10 Sephadex G-25 DNA 
Grade Columns 
GE Healthcare, Velika Britanija 
Magnetne kroglice Dynabeads® M-280 Tosylactivated Invitrogen, Norveška 
Magnetne kroglice Dynabeads® MyOne streptavidin T1 Invitrogen, Norveška 
Mikrocentrifugirke (0,5 ml, 1,5 mL, 2,0 ml) Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske ploščice Nunc-Immuno Module F8 MaxiSorp® Nunc, ZDA 
Mikrotitrske ploščice Nunc-Immobilizer Amino Nunc, ZDA 
Mikrotitrske ploščice TPP Test plate 96U TPP, Švica 
Mikrotitrske ploščice, Nunc MaxiSorp Black Nunc, ZDA 
Nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija 
Nitrocelulozna membrana z velikostjo por 0,45 µm GE Healthcare, Velika Britanija 
Parafilmski trak Pachiney, ZDA 
Petrijevke (100 mm) TPP, Švica 
Serološke pipete (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) TPP, Švica 
 
3.2  Laboratorijski material 
3.3  Reagenti 
Reagent Proizvajalec 
3,3′,5,5′-tetrametilbenzidin (TMB) Sigma-Aldrich, ZDA 
5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid (X-gal) Sigma-Aldrich, ZDA 
Agar  Sigma-Aldrich, ZDA 
Agaroza  Sigma-Aldrich, ZDA 
Akrilamid/(bis)akrilamid, 40 %, 29:1 Sigma-Aldrich, ZDA 
Amonijev sulfat ((NH4)2SO4) Sigma-Aldrich, ZDA 
Ampicilinijev klorid  Fluka, Švica 
Biotin, 10 mM New England Biolabs, ZDA 
Biotinilacijski reagent EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich, ZDA 
Ditiotreitol (DTT) Fluka, Švica 
Etanol (96 %) Riedel-de Haën, Nemčija 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Merck, Nemčija 
Fluorescein izotiocianat (FITC) Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicerol  Fluka, Švica 
Glicin Sigma-Aldrich, ZDA 
Glukoza Sigma-Aldrich, ZDA 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, ZDA 
HCl, 37 % Fluka, Švica 
H2SO4, 95-97 % Merck, Švica 
Izopropanol J. T. Baker, ZDA 
Izopropiltio-β-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) Sigma-Aldrich, ZDA 
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Kanamicinijev sulfat Sigma-Aldrich, ZDA 
KCl Merck, Nemčija 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
K2HPO4 Merck, Nemčija 
Kloramfenikol Sigma-Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt BD, ZDA 
Metanol Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl Sigma-Aldrich, ZDA 
NaH2PO4 × H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 × 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
NaHCO3 Sigma-Aldrich, ZDA 
NaOH Fluka, Švica 
NaI Merck, Nemčija 
Nanašalno barvilo za gelsko elektroforezo 
DNA Loading Dye (6×) 
Fermentas, Kanada 
Na2CO3 Fluka, Švica 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Fluka, Švica 
Ocetna kislina, koncentrirana Riedel-de Haën, Nemčija 
Pluronic 80 Nanotemper Technologies, 
Nemčija 
Polietilenglikol 8000 (PEG 8000) Sigma-Aldrich, ZDA 
Posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne, Slovenija 
Saharoza Fluka, Švica 
Tetraciklinijev klorid Sigma-Aldrich, ZDA 
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Riedel-de Haën, Nemčija 
Tripton (Bacto™ Trypton) BD, ZDA 
Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) Fluka, Švica 
Tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP) Sigma-Aldrich, ZDA 
Triton X-100 Promega, ZDA 
Tween 20 Sigma-Aldrich, ZDA 
Žveplova (VI) kislina (H2SO4) Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.3.1 Kromatografski nosilci za imobilizacijo afinitetnih ligandov 
Stacionarna faza Proizvajalec 
SulfoLink®  
Porozna, 6-% zamrežena agaroza, aktivirana z 
jodoacetilnimi skupinami za kovalentno 
imobilizacijo cisteinskih peptidov in drugih 
molekul s -SH skupino. 
Thermo  Scientific, ZDA 
UltraLink®  
Porozen afinitetni nosilec, aktiviran z 
jodoacetilnimi skupinami za kovalentno 
imobilizacijo peptidov in drugih ligandov preko 
njihove sulfhidrilne skupine (-SH). 
Thermo Scientific, ZDA 
Profinity Epoxide 
Z epoksidnimi skupinami aktiviran 
makroporozni material za imobilizacijo različnih 
ligandov z nukleofilnimi centri, kot so amino, 
tiolne ali hidroksilne skupine.  
Bio-Rad, ZDA 
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Sefaroza, aktivirana s cianogen bromidom 
(CNBr) 
Aktivirani sefarozni delci za imobilizacijo 
ligandov s primarnimi amini preko cianogen 
bromidne skupine. 
GE Healthcare, Velika Britanija 
Kromatografski nosilec HIS-Select®  Nickel  
Affinity  Gel 
Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.4  Pufri, raztopine in gojišča 
Vsi pufri, raztopine in gojišča, ki smo jih sterilizirali z avtoklaviranjem ali filtracijo, so označeni z 
zvezdico (*). Sterilizacija z vodno paro je potekala 20 min pri 121 °C in nadtalku 1 bar. Sterilizacijo s 
filtracijo smo opravili s sterilizacijskimi membranskimi filtri z velikostjo por 0,2 µm. 
3.4.1 Pufri 
Pufer Sestava in način priprave/ Proizvajalec 
NEBuffer  3.1  New England Biolabs, ZDA 
NEBuffer  2  New England Biolabs, ZDA 
Pufer za T4 DNA-ligazo (10×)  New England Biolabs, ZDA 
Pufer TAE (50×) 50 mM EDTA 
2 M Tris 
1 M ocetna kislina 
pH 8,5 
 
Fosfatni pufer s soljo (PBS)* (1×) 
pH 7,0 - 8,5 
137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
10 mM Na2HPO4 
2 mM KH2PO4 
 
PBS z dodatkom detergenta 
Tween  
Pufer za spiranje pri testih ELISA 
0,05 % - 0,1 % (PBST) 
100 ml PBS 
0,1 - 0,05 mL Tween 20 
 
Elucijski pufer* 
(uporaba pri afinitetnih selekcijah) 
0,2 M glicin-HCl 
pH 2,2 
 
Nevtralizacijski pufer* 
(uporaba pri afinitetnih selekcijah) 
1 M Tris-HCl   
pH 9,1 
 
Blokirni pufer 1 
5 % mleko v prahu v PBS 
5 g posnetega mleka v 
prahu 
100 mL PBS 
 
Blokirni pufer 2 
2 % BSA v PBS 
2 g BSA 
100 mL PBS 
 
Tris-pufer z jodidnimi ioni* 10 mM Tris 
1 mM EDTA 
4 M NaI 
pH 8,0 
 
Elektroforezni pufer za NaDS- 25 mM Tris  
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PAGE 192 mM glicin 
0,1 % NaDS 
Pufer za vezavo peptidov na 
magnetne kroglice Dynabeads® 
MyOne streptavidin T1 
0,05 % PBST 
pH 7,5 
 
Pufer za vezavo peptidov na 
magnetne kroglice Dynabeads® M-
280 Tosylactivated 
0,1 M fosfatni pufer 
pH 8,5 
 
Pufer A 
Pufer za vezavo peptida na 
kromatografski nosilec UltraLink, 
SulfoLink in Profinity 
50 mM Tris  
5 mM EDTA  
pH 8,5 
 
Pufer B 
Pufer za vezavo peptida na 
kromatografski nosilec sefaroze, 
aktivirane s cianogen bromidom 
(CNBr) 
0,1 M Na2CO3 
0,5 M NaCl  
pH 9,5 
 
Pufer C 
Pufer v katerem poteka nanos 
vzorca na afinitetno 
kromatografsko kolono 
Pufer za spiranje afinitetne 
kromatografske kolone 
PBS   
1 M NaCl  
pH 7,4 
 
 
3.4.2 Raztopine 
Raztopina Sestava in način priprave 
1 M IPTG* 3,125 g IPTG 
dH2O do 10 mL 
2-% X-gal 200 mg X-gal  
Dimetil formamid do 10 mL 
20-% (m/v) PEG/2,5 M NaCl* 8 g 20 % PEG-8000 
2,85 g 2,5 M NaCl 
dH2O do 40 mL 
Raztopina za fiksiranje proteinov na 
gelu NaDS-PAGE  
40 % etanol 
10 % ocetna kislina 
3.4.3 Gojišča 
Tekoče gojišče smo pripravili tako, da smo natehtali navedene sestavine, jim dodali ustrezno 
količino vode in dobro premešali. Za pripravo trdnega gojišča smo dodali ustrezno količino agarja h 
tekočemu gojišču. Vsa bakterijska gojišča smo sterilizirali z avtoklaviranjem. Po ohladitvi na 50 °C 
smo gojišču z agarjem po potrebi dodali ustrezne antibiotike in/ali IPTG ter X-gal ter vlili gojišče v 
petrijevke. Petrijevke z gojiščem smo shranili pri 4 °C. 
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Gojišče Sestava 
Gojišče LB 10 g triptona 
5 g kvasnega ekstrakta 
10 g NaCl 
do 1000 mL dH2O 
Gojišče 2×TY 16 g triptona 
10 g kvasnega ekstrakta 
5 g NaCl 
do 1000 mL dH2O 
pH 7,4 
Gojišče TB 12 g triptona 
24 g kvasnega ekstrakta 
4 mL glicerola 
do 900 mL dH20. 
Naknadno (po avtoklaviranju) smo dodali še 100 mL 
fosfatnega pufra (0,17 M KH2PO4 in 0,72 M K2HPO4), 
steriliziranega s filtracijo. 
 
3.5  Kompleti, označevalci 
Kompleti/Označevalci Proizvajalec 
Barvilo Coomassie modro ProSieve Blue, Lonza, ZDA 
Komplet za izolacijo plazmidov GenElute™ Plasmid 
MiniPrep 
Sigma-Aldrich, ZDA 
Komplet za izolacijo DNA iz agaroznega gela QIAEX 
II Gel Extraction Kit 
Qiagen, Nemčija 
Komplet za čiščenje amplikonov PCR Purification 
Kit 50, QIAquick 
Qiagen, Nemčija 
Komplet za fluorescenčno označevanje proteinov 
Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED-NHS 
Nanotemper Technologies, Nemčija 
Kemiluminiscenčni substrat 
SuperSignal™ West Dura Extended Duration 
Substrate 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Osnovna zmes za verižno reakcijo s polimerazo 
2×PCR MasterMix 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Označevalec velikosti za DNA 
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder Mix 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Označevalec velikosti za DNA 
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder Mix 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Označevalec velikosti za DNA 
GeneRuler™ 1 kbp DNA Ladder Mix 
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Označevalec velikosti za proteinsko elektroforezo 
SeeBlue Plus 2 Prestained Standard 
Invitrogen, ZDA 
Označevalec velikosti za proteinsko elektroforezo 
ProSieveTM QuadColor™  
Lonza, ZDA 
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3.6  Molekulsko kloniranje 
3.6.1 Encimi, uporabljeni pri molekulskem kloniranju 
Encim Prepoznavno mesto Proizvajalec 
BaeGI GKGCM
↓
C 
C↑MCGKG 
New England Biolabs, ZDA 
BspEI T
↓
CCGGA 
AGGCC↑T 
New England Biolabs, ZDA 
BsrGI T
↓
GTACA 
ACATG↑T 
New England Biolabs, ZDA 
EagI C
↓
GGCCG 
GCCGG↑C 
New England Biolabs, ZDA 
NcoI C
↓
CATGG 
GGTAC↑C 
New England Biolabs, ZDA 
XhoI C
↓
TCGAG 
GAGCT↑C 
New England Biolabs, ZDA 
NotI GC
↓
GGCCGC 
CGCCGG↑CG 
New England Biolabs, ZDA 
DNA-polimeraza Pfu  New England Biolabs, ZDA 
DNA-ligaza T4  New England Biolabs, ZDA 
3.6.2 Oligonukleotidi 
Sintezne oligonukleotide smo naročili pri podjetjih Eurofins GATC Biotech in Sigma. 
Preglednica 5: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za konstrukcijo vektorja 
M13KBE (slika 16). Rdeča barva označuje nukleotide, ki smo jih spremenili z namenom vpeljave 
restrikcijskega mesta BspEI. Restrikcijska mesta so podčrtana. 
Oznaka  Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
F1-BsrGI GGTCTGTACACCGTTCATCTGTCCTC 
R1-BspEI AAGCGACTTAATCCCACATCCGGAGTGAGAATAGAAAGG 
F2-BspEI CCTTTCTATTCTCACTCCGGATGTGGGATTAAGTCGCTTGAG 
R2-BaeGI AACAGTGCCCGTATAAACAGTTAATGCCC 
 
Preglednica 6: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za določanje nukleotidnih zaporedij s Sangerjevo 
metodo.  
Oznaka  Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
F-T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
pHEN AGATCCTCTTCTGAGATG 
-96 gIII CCCTCATAGTTAGCGTAACG 
 
Kruljec N.; Načrtovanje in razvoj peptidnih ligandov za afinitetno čiščenje protiteles 
 Materiali 
35 
 
Preglednica 7: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih parov za neposredno vstavljanje v fagmidni vektor 
pIT2, ki smo jih uporabili za primerjalno vrednotenje afinitete peptidnih ligandov do regije Fc IgG. Podčrtani 
deli pripadajo fragmentom restrikcijskih mest NcoI ter NotI.  
Ime 
klona 
Oznaka 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
Kodirano 
aminokislinsko 
zaporedje 
6Fc 
pIT2-F6Fc 
CATGGCCGCGGAAATGCGTGTGTATACCTCCCATCTGTCCTATCATGGCGC 
EMRVYTSHLSYH 
pIT2-R6Fc 
GGCCGCGCCATGATAGGACAGATGGGAGGTATACACACGCATTTCCGCGGC 
14Fc 
pIT2-F14Fc 
CATGGCCGCGCATTATACCACCTATAAATCCTATATTTCCATTTTTGGCGC 
HYTTYKSYISIF 
pIT2-R14Fc 
GGCCGCGCCAAAAATGGAAATATAGGATTTATAGGTGGTATAATGCGCGGC 
19Fc 
pIT2-F19Fc 
CATGGCCGCGGCTGGTAATGGTTCGTATTGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGC 
AGNGSYWYQVWF 
pIT2-R19Fc 
GGCCGCGCCAAACCACACCTGATACCAATACGAACCATTACCAGCCGCGGC 
20Fc 
pIT2-F20Fc 
CATGGCCGCGTGGACCAAAACCTCCTCCATTTCCTTTAAAACCCCGGGCGC 
WTKTSSISFKTP 
pIT2-R20Fc 
GGCCGCGCCCGGGGTTTTAAAGGAAATGGAGGAGGTTTTGGTCCACGCGGC 
Preglednica 8: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih parov za neposredno vstavljanje v fagni vektor 
M13KBE, ki smo jih uporabili za določitev minimalnega peptidnega motiva, potrebnega za vezavo na regijo Fc 
IgG. Podčrtani deli pripadajo fragmentom restrikcijskih mest BspEI ter EagI. 
Ime klona 
Oznaka 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
Kodirano aminokislinsko 
zaporedje 
19Fc-1 
M13KBE-F1 
CCGGAAATGGTTCGTATTGGTATCAGGTGTGGGGCGGTGGCTC 
GNGSYWYQVWGGG 
M13KBE-R1 
GGCCGAGCCACCGCCCCACACCTGATACCAATACGAACCATTT 
19Fc-2 
M13KBE-F2 
CCGGAAATGGTTCGTATTGGGGCGGTGGCTC 
GNGSYWGGG 
M13KBE-R2 
GGCCGAGCCACCGCCCCAATACGAACCATTT 
19Fc-3 
M13KBE-F3 
CCGGATCGTATTGGGGCGGTGGCTC 
GSYWGGG 
M13KBE-R3 
GGCCGAGCCACCGCCCCAATACGAT 
19Fc-4 
M13KBE-F4 
CCGGATCGTATTGGTATCAGGTGTGGGGCGGTGGCTC 
GSYWYQVWGGG 
M13KBE-R4 
GGCCGAGCCACCGCCCCACACCTGATACCAATACGAT 
19Fc-5 
(min19Fc) 
M13KBE-F5 
CCGGATCGTATTGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQVWFGGG 
M13KBE-R5 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGATACCAATACGAT 
19Fc-6 
M13KBE-F6 
CCGGATATTGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GYWYQVWFGGG 
M13KBE-R6 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGATACCAATAT 
19Fc-7 
M13KBE-F7 
CCGGATGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GWYQVWFGGG 
M13KBE-R7 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGATACCAT 
19Fc-8 
M13KBE-F8 
CCGGATATCAGGTGTGGGGCGGTGGCTC 
GYQVWGGG 
M13KBE-R8 
GGCCGAGCCACCGCCCCACACCTGATAT 
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Preglednica 9: Nukleotidni zaporedji sinteznih genov, uporabljeni za konstrukcijo ekspresijskih vektorjev pIT2-
min19Fc-P3coil in pET28-min19Fc-P4coil (slika 21), s katerima smo pripravili divalentni fag. Restrikcijska 
mesta so podčrtana. 
Oznaka sinteznega gena Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
pIT2-pepcoil TTTACCATGGCCGGCTCGTACTGGTATCAGGTATGGTTCGGAGGAGGTGGATCGGGAGG
GGGCGGTTCAGGCGGGGGTGGATCGCCGGAGGACGAGATTCAACAACTGGAGGAAGAGA
TTGCCCAGCTGGAACAAAAAAACGCTGCCTTAAAGGAGAAAAATCAAGCCCTGAAAGGT
GCGGCCGCTGAT 
pET28-pepcoil TTATCCATGGGGTCGTACTGGTATCAAGTTTGGTTTGGTGGTGGAGGTAGCGGGGGGGG
TGGATCTGGTGGAGGTGGCTCACCTGAAGATAAAATCGCTCAACTGAAACAGAAAATCC
AAGCCTTGAAACAAGAGAACCAGCAACTGGAAGAGGAGAACGCCGCTTTGGAAGGCCTC
GAGCACC 
 
Preglednica 10: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za konstrukcijo 
ekspresijskih vektorjev pIT2-min19Fc-P3coil in pET28-min19Fc-P4coil (slika 21). Restrikcijska mesta so 
podčrtana.                                                                                                                                                    
Oznaka  Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
F-pIT2-pcoil TTTACCATGGCCGGCTCGTACTG 
R-pIT2-pcoil ATCAGCGGCCGCACCTTTC 
F-pET28pcoil TTATCCATGGGGTCGTACTGGTATCAAGTTTGGTTTG 
R-pET28pcoil GGTGCTCGAGTTTATCATCATCATCTTTATAATCACCACC 
 
Preglednica 11: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih parov za neposredno vstavljanje v fagni vektor 
M13KBE, ki smo jih uporabili za analizo prispevkov posameznih aminokislinskih ostankov peptidnega 
liganda k afiniteti vezave regije Fc IgG. Mutirana mesta so označena z rdečo barvo. Podčrtani deli pripadajo 
fragmentom restrikcijskih mest BspEI ter EagI. 
Ime klona 
Oznaka 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
Kodirano aminokislinsko 
zaporedje 
min19Fc-
W4A 
M13KBE-F4A 
CCGGATCGTATGCTTATCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYAYQVWFGGG 
M13KBE-R4A 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGATAAGCATACGAT 
min19Fc-
Y5A 
M13KBE-F5A 
CCGGATCGTATTGGGCTCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWAQVWFGGG 
M13KBE-R5A 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGAGCCCAATACGAT 
min19Fc-
Q6A 
M13KBE-F6A 
CCGGATCGTATTGGTATGCTGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYAVWFGGG 
M13KBE-R6A 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACAGCATACCAATACGAT 
min19Fc-
V7A 
M13KBE-F7A 
CCGGATCGTATTGGTATCAGGCTTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQAWFGGG 
M13KBE-R7A 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCAAGCCTGATACCAATACGAT 
min19Fc-
W8A 
M13KBE-F8A 
CCGGATCGTATTGGTATCAGGTGGCTTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQVAFGGG 
M13KBE-R8A 
GGCCGAGCCACCGCCAAAAGCCACCTGATACCAATACGAT 
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Preglednica 12: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih parov za neposredno vstavljanje v fagni vektor 
M13KBE, ki smo jih uporabili v analizi vpliva konzervativnih in nekonzervativnih substitucij aminokislinskih 
ostankov peptidnega liganda na afiniteto vezave regije Fc IgG. Prvotno mutirano mesto je označeno z rdečo 
barvo, sekundarno mutirana mesta so označena z zeleno barvo. Podčrtani deli pripadajo fragmentom 
restrikcijskih mest BspEI ter EagI. 
Ime klona 
Oznaka 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
Kodirano aminokislinsko 
zaporedje 
min19Fc 
Q6K 
M13KBE-F6K 
CCGGATCGTATTGGTATAAAGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYKVWFGGG 
M13KBE-R6K 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACTTTATACCAATACGAT 
min19Fc 
Q6D 
M13KBE-F6D 
CCGGATCGTATTGGTATGATGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYDVWFGGG 
M13KBE-R6D 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACATCATACCAATACGAT 
min19Fc 
Q6E 
M13KBE-F6E 
CCGGATCGTATTGGTATGAAGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYEVWFGGG 
M13KBE-R6E 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACTTCATACCAATACGAT 
min19Fc 
S2N 
M13KBE-F2N 
CCGGAAACTATTGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GNYWYQVWFGGG 
M13KBE-R2N 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGATACCAATAGTTT 
 
min19Fc 
S2T 
M13KBE-F2T 
CCGGAACCTATTGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GTYWYQVWFGGG 
M13KBE-R2T 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACCTGATACCAATAGGTT 
min19Fc 
V7K 
M13KBE-F7K 
CCGGATCGTATTGGTATCAGAAATGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQKWFGGG 
M13KBE-R7K 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCATTTCTGATACCAATACGAT 
min19Fc 
V7D 
M13KBE-F7D 
CCGGATCGTATTGGTATCAGGATTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQDWFGGG 
M13KBE-R7D 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCAATCCTGATACCAATACGAT 
min19Fc 
V7S 
M13KBE-F7S 
CCGGATCGTATTGGTATCAGTCGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQSWFGGG 
M13KBE-R7S 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACGACTGATACCAATACGAT 
min19Fc 
V7N 
M13KBE-F7N 
CCGGATCGTATTGGTATCAGAACTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYQNWFGGG 
M13KBE-R7N 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCAGTTCTGATACCAATACGAT 
min19Fc 
Q6D 2S0 
M13KBE-F6D 20 
CCGGATATTGGTATGATGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GYWYDVWF 
M13KBE-R6D 20 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACATCATACCAATAT 
min19Fc 
Q6D S2T 
M13KBE-F6D 2T  
CCGGAACCTATTGGTATGATGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GTYWYDVWF 
M13KBE-R6D 2T 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACATCATACCAATAGGTT 
 
min19Fc 
Q6D V7S 
M13KBE-F6D 7S 
CCGGATCGTATTGGTATGATTCGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYDSWF 
M13KBE-R6D 7S 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACGAATCATACCAATACGAT 
min19Fc 
Q6D V7N 
M13KBE-F6D 7N 
CCGGATCGTATTGGTATGATAACTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GSYWYDNWF 
M13KBE-R6D 7N 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCAGTTATCATACCAATACGAT 
min19Fc M13KBE-F6D 2D 
CCGGAGATTATTGGTATGATGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GDYWYDVWF 
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Q6D S2D 
M13KBE-R6D 2D 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACATCATACCAATAATCT 
 
min19Fc 
Q6D S2K 
M13KBE-F6D 2K 
CCGGAAAATATTGGTATGATGTGTGGTTTGGCGGTGGCTC 
GKYWYDVWF 
M13KBE-R6D 2K 
GGCCGAGCCACCGCCAAACCACACATCATACCAATATTTT 
 
Preglednica 13: Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih parov za neposredno vstavljanje v fagmidni vektor 
pIT2, ki smo jih uporabili za primerjalno vrednotenje afinitete izbranih različic peptidnega liganda do regije Fc 
IgG. Mutirana mesta so označena z rdečo barvo. Podčrtani deli pripadajo fragmenom restrikcijskih mest NcoI 
ter NotI.  
Ime 
klona 
Oznaka 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
Kodirano 
aminokislinsko 
zaporedje 
mono 
min19Fc 
pIT2-Fmin19Fc 
CATGGCGGGTTCGTATTGGTATCAGGTGTGGTTTGGCGC 
GSYWYQVWFGGG 
pIT2-Rmin19Fc 
GGCGCCGCCAAACCACACCTGATACCAATACGAACCCGC 
mono 
min19Fc 
Q6K 
pIT2-Fmin19Fc 
Q6K 
CATGGCGGGATCGTATTGGTATAAAGTGTGGTTTGGCGC 
GSYWYKVWFGGG 
pIT2-Rmin19Fc 
Q6K 
GGCCGCGCCAAACCACACTTTATACCAATACGATCCCGC 
mono 
min19Fc 
Q6D 
pIT2-Fmin19Fc 
Q6D 
CATGGCGGGATCGTATTGGTATGACGTGTGGTTTGGCGC 
GSYWYDVWFGGG 
pIT2-Rmin19Fc 
Q6D 
GGCCGCGCCAAACCACACGTCATACCAATACGATCCCGC 
mono 
min19Fc 
Q6E 
pIT2-Fmin19Fc 
Q6E 
CATGGCGGGATCGTATTGGTATGAAGTGTGGTTTGGCGC 
GSYWYEVWFGGG 
pIT2-Rmin19Fc 
Q6E 
GGCCGCGCCAAACCACACTTCATACCAATACGATCCCGC 
 
3.6.3 Vektorji 
Bakteriofagni vektor M13KE 
Vektor M13KE je rekombinanten bakteriofag za pripravo bakteriofagnih knjižnic peptidov, del 
kompleta Ph. D. ™ (New England BioLabs).  
Bakteriofagni vektor M13KBE 
Bakteriofagni vektor M13KBE smo pripravili z vstavitvijo dodatnega restrikcijskega mesta BspEI v 
izvorni vektor M13KE med zaporedji za restrikcijski mesti KpnI in EagI (slika 16). Priprava vektorja je 
opisana v poglavju 4.3.1. Vektor smo pripravili z namenom enostavnega vstavljanja kratkih tujih 
zaporedij za petvalentno predstavitev peptidov na bakteriofagu.  
Fagmidni vektor pIT2 
Fagmidni vektor pIT2 je osnova bakteriofagne knjižnice enoverižnih fragmentov variabilnih regij 
protiteles (scFv) Tomlinson I+J (Source BioScience, Velika Britanija) in vsebuje gen za odpornost 
proti ampicilinu (gen za β-laktamazo), mesto začetka pomnoževanja (ori) dvoverižnega fagmida 
colE1, mesto začetka pomnoževanja (ori) enoverižnega fagmida f1 ter gen za plaščni protein p3 
nitastega bakteriofaga. V klonirno regijo fagmida smo genu za p3 s pomočjo tehnologije 
rekombinantne DNA pripojili zapis za krajše peptidne ligande. Uporabili smo ga za enovalentno 
predstavitev na bakteriofagu.  
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Pomožni bakteriofagni vektor KM13 
Bakteriofag KM13 je del kompleta bakteriofagne knjižnice scFc Tomlinson (I+J) (Source BioScience, 
Velika Britanija). V bakterijah, ki vsebujejo plazmide z mestom začetka pomnoževanja (ori) f1 (tj. 
fagmide), omogoča sintezo enoverižnih fagmidov in njihovo pakiranje v bakteriofagne delce. 
Pomožni fag KM13 v svojem genomu nosi okvarjeno mesto ori f1, zato pakiranje poteka počasneje 
v primerjavi s fagmidi z intaktnim mestom ori f1. Vsebuje gen za odpornost proti kanamicinu za 
selekcijo bakterijskih celic, ki so bile podvržene superinfekciji s KM13.  
3.7  Biološki material 
3.7.1 Bakterijski sevi 
Trajne kulture bakterij smo hranili v gojišču LB s 25 % (v/v) glicerola pri -80 °C. Kompetetne 
bakterije smo pripravili s kemijsko indukcijo.182 
Gostiteljski bakterijski sevi Proizvajalec 
E. coli ER2738 
 
Genotip: F´proA+B+ lacIq Δ(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/ 
fhuA2 glnV Δ(lac-proAB) thi-1 Δ(hsdS-mcrB)5 
 
New England Biolabs, ZDA 
E. coli TOP10 
 
Genotip: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80Δ (lacZ) 
M15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 
  
Invitrogen, ZDA 
E. coli TG1Tr 
 
Genotip: F' traD36 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15/ K-12 
supE thi-1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5, (rK-mK-) 
  
Del kompleta Knjižnice Tomlinson I + J,  
Source BioScience, Velika Britanija 
E. coli BL21 (DE3) pLysS 
 
Genotip: B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB
–) λ(DE3 
[lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λ
S) 
pLysS[T7p20 orip15A](Cm
R) 
 
Invitrogen, ZDA 
 
3.7.2 Protitelesa 
Terapevtska monoklonska protitelesa so ostanki večodmernih terapevtskih oblik in so jih darovali: 
Monika Sonc, mag. farm., iz Onkološkega inštituta Ljubljana ter prof. Peter Černelč in prof. Ivan 
Ferkolj iz Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. 
Protitelo (Proizvajalec) Lastnosti 
Protitelo proti bakteriofagu M13  
(GE Healthcare, Velika Britanija)  
Mišja, monoklonska, konjugirana s hrenovo 
peroksidazo 
Redčitev 1:5000 smo uporabili v testih ELISA.  
Protitelo proti oznaki His-tag  
(GenScript, ZDA) 
Mišje, monoklonsko 
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0,5 mg/mL 
Protitelo proti oznaki FLAG-tag M2 
(Sigma-Aldrich, ZDA) 
 
Mišje, monoklonsko 
Redčitev 1:5000 smo uporabili pri prenosu 
western. Protitelo prepozna peptidno zaporedje 
FLAG (DYKDDDDK). 
Protitelo proti humanim IgG (H/L) 
(Bio-Rad, ZDA) 
Kozje, poliklonsko, konjugirano s hrenovo 
peroksidazo 
Redčitev 1:5000 smo uporabili pri prenosu 
western.  
Protitelo proti kozjim IgG  
(Santa Cruz, ZDA) 
Oslovsko, poliklonsko, konjugirano s hrenovo 
peroksidazo 
Protitelo proti ovčjim IgG 
(Jackson Immuno Research, ZDA) 
Kunčje, poliklonsko, konjugirano s hrenovo 
peroksidazo 
Protitelo proti mišjim IgG  
(Milipore, ZDA) 
Kozje, poliklonsko, konjugirano s hrenovo 
peroksidazo 
Fragment Fc humanega IgG 
(Athens Research &Technology, ZDA) 
Produkt proteolize človeških IgG, izoliranih iz  
plazme 
2,6 mg/mL 
Humani IgG1 
(Athens Research &Technology, ZDA) 
Izolirani iz humane plazme bolnika z  mielomom, 
IgG1-κ 
3,27 mg/mL 
Humani IgG2 
(Athens Research &Technology, ZDA) 
Izolirani iz humane plazme 
2,48 mg/mL 
Humani IgG3 
(Athens Research &Technology, ZDA) 
Izolirani iz humane plazme 
2,91 mg/mL 
Humani IgG4 
(Athens Research &Technology, ZDA) 
Izolirani iz humane plazme bolnika z  mielomom 
1,40 mg/mL 
Protitelo proti humanemu fragmentu Fc 
(Sigma-Aldrich, ZDA) 
Kozje 
2,2 mg/mL 
Humani imunoglobulini za intravensko 
aplikacijo (Octagam®, Octapharm (IP) LTD, 
Velika Britanija) 
Polispecifični humani imunoglobulini G 
50 mg/mL 
Infliksimab 
(Remicade®, Janssen Biologics B.V., 
Nizozemska) 
(Remsima®, Biotec Services International 
Ltd., Velika Britanija 
Himerno monoklonsko protitelo IgG1 
10 mg/mL 
Vedolizumab  
(Entyvio®, Takeda GmbH, Avstrija) 
Humanizirano monoklonsko protitelo IgG1 
60 mg/mL 
Pembrolizumab 
(Keytruda®, Schering-Plough Labo NV, 
Belgija) 
Humanizirano monoklonsko (IgG4 izotip kapa s 
spremembo zaporedja za stabilizacijo v predelu 
Fc) 
25 mg/mL 
Trastuzumab 
(Herceptin®,Roche Pharma AG, Nemčija) 
Humanizirano monoklonsko protitelo IgG1 
21 mg/mL 
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Bevacizumab 
(Avastin®, Roche Pharma AG, Nemčija) 
Humanizirano monoklonsko protitelo IgG1 
25 mg/mL 
Nivolumab 
(Opdivo®, Bristol-Myers Squibb S.r.l, Italija) 
Humano monoklonsko protitelo IgG4 
10 mg/mL 
Alemtuzumab 
(MabCampath®, Bayer Schering Pharma AG, 
Nemčija) 
Humanizirano monoklonsko protitelo IgG1 kappa 
30 mg/mL 
Ramucirumab 
(Cyramza®, Lilly, S.A., Španija) 
Humano monoklonsko protitelo IgG1 
10 mg/mL 
Panitumumab 
(Vectibix®, Amgen NV, Belgija) 
Humano monoklonsko protitelo IgG2 
20 mg/mL 
 
3.7.3 Bakteriofagne predstavitvene knjižnice 
Uporabljali smo bakteriofagne predstavitvene knjižnice naključnih linearnih oz. cikličnih 
heptamernih peptidov (Ph.D.-7™ in Ph.D.-C7C™) ter linearnih dodekamernih peptidov (Ph.D.-12™) 
proizvajalca New England Biolabs, ZDA. V vseh knjižnicah je prisotno kratko povezovalno zaporedje 
Gly-Gly-Gly-Ser med predstavljenim peptidom in plaščnim proteinom p3. Pri knjižnici Ph.D.-C7C™ je 
pred prvo aminokislino izraženega peptida še zaporedje Ala-Cys, pri čemer Cys sodeluje v disulfidni 
vezi, ki jo tvori s Cys, ki sledi zaporedju sedmih aminokislinskih ostankov vstavljenega peptida. 
Kot gostiteljske celice za pomnoževanje knjižničnih bakteriofagov smo uporabili bakterijski sev 
Escherichia coli ER2738 (New England Biolabs, ZDA). 
3.7.4 Proteini  
Protein Proizvajalec 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, ZDA 
Inhibitor proteaz (EZBlock™ Protease 
Inhibitor Cocktail) 
BioVision, ZDA 
Rekombinantni humani leptin (rhLEP) R&D System, ZDA 
Stafilokokni protein A (SpA) Sigma-Aldrich, ZDA 
Stafilokokni protein A, konjugiran s 
hrenovo peroksidazo (SpA-HRP) 
 
Streptokokni protein G (SpG) Sigma-Aldrich, ZDA 
Streptavidin Prospec, Izrael 
Konjugat streptavidina s hrenovo 
peroksidazo (SA-HRP) 
Thermo Scientific, ZDA 
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3.7.5 Peptidi 
Podjetje Innovagen (Švedska) je sintetiziralo spodaj navedene peptide. Čistost peptidov je bila 
večja od 70 %. Identiteto je proizvajalec potrdil z masno spektrometrijo. 
Preglednica 14: Aminokislinska zaporedja sinteznih peptidov. 
Oznaka  Aminokislinsko zaporedje  
b-min19Fc GSYWYQVWFGGGSKK(K-Biotin)-NH2 
Biotin je pripet preko ε-amino skupine C-končnega lizina (K).  
min19Fc-Cys GSYWYQVWFGGGSRKC-NH2 
C-končni cistein je v reducirani, prosti obliki.  
b-min19Fc Q6E GSYWYEVWFGGGS(K-Biotin)-NH2 
Biotin je pripet preko ε-amino skupine C-končnega lizina (K). 
b-min19Fc Q6D GSYWYDVWFGGGS(K-Biotin)-NH2 
Biotin je pripet preko ε-amino skupine C-končnega lizina (K). 
min19Fc Q6D- Cys GSYWYDVWFGGGSRKC-NH2 
C-končni cistein je v reducirani, prosti obliki. 
ret.inv.-min19Fc-Cys (dC)(dK)(dR)(dS)GGG(dF)(dW)(dV)(dQ)(dY)(dW)(dY)(dS)G-NH2 
min19Fc Q6D-Lys Acil-GSYWYDVWFGGDDKNH2 
b-NK GNWTLGGYKG(K-Biotin) 
Biotin je pripet preko ε-amino skupine lizina (K). Peptid je cikliziran s 
peptidno vezjo med prvim in zadnjim aminokislinskim ostankom. 
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4. METODE 
 
Slika 13: Shematski prikaz poteka raziskovalnega dela.  
Vrednotenje vezavnih 
lastnosti izoliranih 
peptidnih ligandov regije Fc
Funkcionalni testi
Afinitetna kolona
Afinitetna selekcija
• Vrednotenje poteka selekcije s spremljanjem deleža eluiranih
bakteriofagov
• Kvalitativna ocena afinitete nabora bakteriofagov iz pomnoženih 
eluatov
• Kvalitativna ocena afinitete posameznih fagnih klonov
In silico modeliranje
• Primerjalno vrednotenje afinitete izbranih fagnih klonov  v formatu 
petvalentne predstavitve peptidov (sistem predstavitve 3)
• Primerjalno vrednotenje afinitete  izbranih fagnih klonov v formatu 
monovalentne predstavitve peptidov (sistem predstavitve 3 + 3)
• Kompetitivni test FLISA
• Preliminarni funkcionalni testi
• Testi „pull down“
• Priprava afinitetne kolone
• Ovrednotenje afinitetne kolone
• Izolacija in čiščenje protiteles iz kompleksnih zmesi
• N- in C- terminalno krajšanje peptidnih ligandov
• Alaninsko rešetanje
Vrednotenje vezavnih 
lastnosti minimalnega 
peptidnega liganda
• Vezava na različne podrazrede IgG
• Vezava na različna terapevtska monoklonska protitelesa
• Vezava na protitelesa različnih živalskih vrst
Iskanje minimalnega 
motiva
• Površinska plazmonska resonanca (SPR)
• Mikrotermoforeza (MST)
Divalenten bakteriofag
• Priprava in vrednotenje osnovnih, enostavnih mutant
• Priprava in vrednotenje naprednih, dvojnih mutant
Vrednotenje afinitetne
interakcije
Priprava in vrednotenje 
mutant
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4.1 Predstavitev na bakteriofagu 
Predstavitev na (bakterio)fagu  je tehnika v molekularni biologiji, s katero na površini bakterijskih 
virusov izrazimo tuj (poli)peptid, ki jo je razvil George Smith leta 1985.183 Tehnika temelji na 
neposredni povezavi fagnega genotipa s fenotipom. Gen za želeni peptid vstavimo v genom 
bakteriofaga tako, da ga pripojimo genu za izbran plaščni protein. Peptid se izrazi kot fuzijski 
protein skupaj s plaščnim proteinom na površini bakteriofaga. Posamezne bakteriofagne klone s 
predstavljenim peptidom uporabljamo v raziskovalne, diagnostične in terapevtske namene.184-187 
Bakteriofagna predstavitvena knjižnica je nabor velikega števila različnih fagnih klonov (do 1012), pri 
čemer vsak klon na svoji površini izraža določen (poli)peptid. Večja kot je raznolikost knjižnice, 
večja je možnost uspešne selekcije in s tem identifikacija liganda z želenimi lastnostmi. Za 
predstavitev peptidov na bakteriofagnem nosilcu (največkrat so to nelitični nitasti bakteriofagi, npr. 
M13, fd ali f1) uporabljamo bakteriofagne ali fagmidne vektorje.186, 188 Proteinski plašč (kapsido) 
nitastega bakteriofaga sestavlja pet kopij plaščnih proteinov p3, p6, p7, in p9 ter nekaj tisoč kopij 
plaščnega proteina p8. Običajno kot nosilne proteine za izražanje tujih peptidov uporabljamo 
strukturna proteina p3 ali p8, pri čemer so peptidi pripeti na N-konec fuzijskih partnerjev.188-190 Če 
genski insert za izbrani peptid vstavimo v bakteriofagni vektor, tako da ga pripojimo nativnemu 
genu za plaščni protein, se peptid izrazi na vseh kopijah plaščnega proteina (govorimo o vrstah 
predstavitve 3 ali 8; slika 14).191 Alternativna možnost je, da v bakteriofagni vektor vstavimo drugo 
(rekombinantno) kopijo gena za plaščni protein, spojeno z zaporedjem, ki kodira predstavljen 
peptid. V tem primeru nastajajo »mozaični« bakteriofagi, saj se na kapsidi poleg rekombinantnega 
fuzijskega proteina nahaja tudi plaščni protein divjega tipa (vrsti predstavitve 33 ali 88; slika 14).57 
Poznamo še tretji sistem predstavitve (t.i. 3+3 ali 8+8; slika 14), ki vključuje uporabo dveh 
vektorjev, tj. fagmida in pomožnega bakteriofaga. Fagmidi so plazmidi, ki vsebujejo tudi elemente 
genskega zapisa nitastih bakteriofagov. Le-ti običajno ne vsebujejo genskih zapisov za plaščne 
proteine, razen za fuzijski protein z izbranim peptidom. Kljub temu fagmidi vsebujejo mesto 
začetka podvojevanja plazmidov, zato jih lahko na enak način kot plazmide pomnožujemo v 
bakterijski kulturi, gen za antibiotično rezistenco ter mesto začetka podvojevanja nitastega 
bakteriofaga. Mesto začetka podvojevanja nitastega bakteriofaga je pomembno za pakiranje 
fagmidne ssDNA v kapsido bakteriofaga. Zato do nastanka in pakiranja fagmidne ssDNA pride šele 
po okužbi gostiteljske celice s pomožnim fagom. V sistemu 3+3 je nativna različica gena gIII v t.i. 
pomožnem bakteriofagu, rekombinantna pa na fagmidnemu vektorju.  
Valenca (številčnost) predstavljenega peptida je odvisna od sistema predstavitve na bakteriofagu, 
izbranega plaščnega proteina, rastnih pogojev ter morebitne proteolize. V sistemu predstavitve 3 
oz. 8 se izbrani peptid izrazi na vseh kopijah plaščnega proteina, kar v sistemu predstavitve 8 
predstavlja visoko valenco. Sistem 88 in 8+8 privede do predstavitve nekaj sto plaščnih proteinov. 
Medtem je prikaz s sistemom 3+3 enovalenten, kar pomeni, da se na površini izrazi največ en 
rekombinanten peptid.188, 191-192  
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Slika 14: Prikaz različnih sistemov predstavitve na bakteriofagu. Za sistem predstavitve 3 (ekvivalentno tip 8) 
je značilno, da bakteriofagni vektor vsebuje samo rekombinanten (fuzijski) gen za plaščni protein p3 (oz. p8), 
zato se peptid izrazi na vseh kopijah plaščnega proteina. Bakteriofagni vektor sistema 33 (ekvivalentno tipu 
88) nosi zapisa za fuzijski (označeno z   za sistem 33 in  za sistem 88) ter nativni plaščni protein 
(označeno z ). Pri sistemu 3+3 (oz. 8+8) pa se zapisa nahajata na različnih genomih, tj. na fagmidu in 
genomu pomožnega bakteriofaga (označen s simbolom ). Tako dobimo bakteriofage, pri katerih se 
rekombinantni peptid izrazi le na nekaterih kopijah plaščnega proteina. Peptidi, izraženi na površini 
bakteriofagov, so označeni z zelenimi krogi.  
Proces afinitetne selekcije zajema več ciklov obogatitve klonov, ki izražajo peptide s sposobnostjo 
vezave na ciljno makromolekulo. Splošni princip afinitetne selekcije je sestavljen iz treh osnovnih 
korakov: (i) inkubacija bakteriofagnih delcev v prisotnosti imobilizirane tarče, (ii) odstranitev 
nevezanih fagov oz. nespecifično vezanih fagov ter (iii) elucija vezanih fagov s tarče in njihova 
pomnožitev v gostiteljskem bakterijskem sevu (slika 15). Opisani postopek ponovimo tri- do 
petkrat, vse dokler ne dobimo bakteriofagnih delcev z želenimi vezavnimi lastnostmi in/ali 
specifičnostjo. Pri procesih inkubacije knjižnice s tarčo, spiranja in elucije lahko za namen 
zaostrovanja pogojev selekcije prilagajamo različne parametre, kot so čas inkubacije knjižnice s 
tarčo, število spiranj, različni načini elucije in mnogi drugi pristopi.191, 193  
Tip 3 Tip 33 Tip 3+3 Tip 8 Tip 88 Tip 8+8
 
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Slika 15: Shematski prikaz izvedbe afinitetne selekcije iz bakteriofagnih predstavitvenih knjižnic. Prva stopnja 
afinitetnih selekcij se začne z inkubacijo knjižnice bakteriofagov z izbrano tarčo, v tem primeru z 
biotiniliranim fragmentom Fc humanih IgG. Inkubaciji s tarčo sledi spiranje nevezanih bakteriofagov ter 
elucija vezanih bakteriofagov. Slednje nato pomnožimo v svežih bakterijskih kulturah ter vnesemo v naslednji 
krog afinitetne selekcije. Po nekaj ciklih afinitetne selekcije vezane bakteriofage izoliramo, ovrednotimo ter 
določimo nukleotidno zaporedje inserta, ki kodira predstavljen peptid.  
4.1.1 Biotinilacija fragmenta Fc 
Fragment Fc humanih IgG smo naključno biotinilirali preko primarnih aminskih skupin z uporabo 
reagenta EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin (Thermo Fisher Scientific) po navodilih proizvajalca. Na kratko: 
za odstranitev primarnih aminov (Tris) iz pufra smo fragment Fc sprva dializirali preko noči proti 
fosfatnem pufru (PBS; pH 7,4) s pomočjo dializne kasete. Za označevanje smo uporabili 20-kratni 
molarni presežek biotinilacijskega reagenta, ki smo ga dodali 100 μL fragmenta Fc (2,6 mg/mL). 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali dve uri na ledu ter presežek reagenta odstranili z dializo proti 
PBS. 
4.1.2 Afinitetna selekcija vezalcev na fragment Fc 
Za namen afinitetne selekcije smo uporabili tri različne komercialno dostopne bakteriofagne 
knjižnice: dve knjižnici z linearnimi peptidi; Ph.D.- 7™ in Ph.D.-12™, ter eno s cikličnimi peptidi, 
Ph.D.-C7C™. Pri vsaki knjižnici smo uporabili tako specifičen kot nespecifičen način elucije. Na ta 
način smo izvedli 6 neodvisnih selekcij, vsako s tremi selekcijskimi stopnjami ter subtraktivnim 
korakom pred drugo in tretjo stopnjo. 
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Petvalentne bakteriofagne predstavitvene knjižnice peptidov smo neodvisno izpostavili trem 
prirejenim afinitetnim selekcijskim postopkom proti biotiniliranemu humanemu fragmentu Fc (b-
hFc; 4.1.1) (slika 15). V prvi selekcijski stopnji smo suspenzije knjižničnih bakteriofagov redčili do 
titra ≈ 2 × 1011 pfu v 200 µL pufra 0,05 % PBST in jih inkubirali preko noči s 7 μg tarčnega proteina 
(b-hFc) pri 4 °C. Potencialne komplekse fag-fragment Fc smo lovili na 1 mg paramagnetnih kroglic, 
konjugiranih s streptavidinom. Le-te smo predhodno trikrat sprali s pufrom 0,1 % BSA/0,05 % PBST. 
S pomočjo magnetnega stojala smo odstranili supernatant in nevezane bakteriofage desetkrat 
izprali s po 500 µL pufra 0,1 % BSA/0,05 % PBST. V zadnjem koraku spiranja smo pufru dodali biotin 
(20 μM), da smo preprečili obogatitev vezalcev na streptavidin. Vezane bakteriofage smo eluirali 
nespecifično z 0,2 M Gly·HCl, pH 2,2 (10 minut) ter eluat nemudoma nevtralizirali z 1 M Tris·HCl, pH 
9,1. 
Z vsako nadaljnjo selekcijsko stopnjo smo zaostrili pogoje afinitetne selekcije. Pred drugo in tretjo 
selekcijsko stopnjo smo uporabili princip negativne selekcije (t.i. substraktivni korak). To pomeni, 
da smo pomnoženi eluat iz prejšnje selekcijske stopnje (po 1 × 1011 pfu), dodali k 0,1 mg 
streptavidinskih paramagnetnih kroglic (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin T1) brez tarčne 
molekule. Po 90 minutah inkubacije z rahlim mešanjem pri sobni temperaturi smo supernatant 
prenesli k raztopini tarčne molekule (b-hFc) ter inkubirali 60 minut pri sobni temperaturi s stalnim 
mešanjem. Komplekse fag-b-hFc smo ujeli na nove paramagnetne kroglice. Prav tako smo v drugi in 
tretji stopnji skrajšali čas inkubacije tarče (b-hFc) s knjižnico. Paramagnetne kroglice smo dobro 
sprali (preglednica 15) z 0,1 % PBST in s tem odstranili nevezane oz. nespecifično vezane 
bakteriofage. V zadnjem koraku spiranja smo v pufer dodali biotin (20 μM). V drugi in tretji stopnji 
smo poleg nespecifične elucije uporabili tudi strategijo kompetitivne oz. specifične elucije z 
dodatkom nebiotiniliranega humanega fragmenta Fc. V ta namen smo uporabili 20 µL 2 µM 
humanega fragmenta Fc in inkubirali 1 h pri sobni temperaturi med stalnim mešanjem. Eluat smo 
prenesli v novo mikrocentrifugirko.  
Preglednica 15: Shematski prikaz poteka afinitetne selekcije. 
SELEKCIJSKA 
STOPNJA 
I.  II.  III.  
Substraktiven korak NE DA DA 
Količina tarče *b-hFc] 7 µg 1 µg 0,33 µg 
Čas inkubacije tarče s 
knjižnico 
12 h 1 h 1 h 
Količina bakteriofagov 
[pfu] 
2 × 1011 1 × 1011 1 × 1011 
Spiranje nevezanih 
bakteriofagov 
10 × 500 µL 0,1 % 
BSA/ 0,05 % PBST 
10 × 500 µL 0,1 % BSA/ 
0,1 % PBST 
15 × 500 µL 0,1 % BSA/ 
0,1 % PBST 
Elucija 
N: 0,2 M glicin HCl;  
pH 2,2 
N: 0,2 M glicin HCl; pH 
2,2 
Fc: 2 µM fragment Fc 
humanih IgG 
N: 0,2 M glicin HCl; pH 
2,2 
Fc: 2 µM fragment Fc 
humanih IgG 
N: nespecifična elucija; Fc: specifična elucija 
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Pomnoževanje eluatov in izolacija pomnoženih eluatov 
Eluirane bakteriofage (in posamezne bakteriofagne klone za namen testov ELISA) smo pomnožili v 
gostiteljski bakteriji Escherichia coli ER2738. V 20 mL gojišča LB s tetraciklinom (20 µg/mL) smo 
inokulirali kolonijo E. coli ER2738 in stresali pri 37 °C do začetne eksponentne faze rasti (OD600 0,01 
– 0,05). V tej fazi smo bakterijski kulturi dodali eluat bakteriofagov ter jih med intenzivnim 
stresanjem pri 37 °C pomnoževali 4,5 h. Bakterijske celice smo odstranili z dvema zaporednima 
cikloma centrifugiranja po 10 min pri 10.000 vrt./min in 4 °C, supernatant s pomnoženimi 
bakteriofagi pa smo prenesli v novo centrifugirko. Fagne delce smo prečistili z dvema zaporednima 
obarjanjema z raztopino 20 % PEG-8000 in 2,5 M NaCl. Supernatantu smo dodali 1/6 volumna 
raztopine PEG/NaCl in bakteriofage precipitirali preko noči pri 4 °C. Oborjene fage smo ločili od 
supernatanta s centrifugiranjem z 10.000 vrt./min (15 min pri  4 °C). Oborino smo suspendirali v 1 
mL PBS ter dodali 170 µL raztopine PEG/NaCl. Bakteriofage smo precipitirali med enourno 
inkubacijo na ledu, nato pa jih zbrali s centrifugiranjem pri 10.000 vrt./min (10 min pri 4 °C) in 
odstranili supernatant. Pomnožene bakteriofage smo suspendirali v 200 µL pufra PBS in jih 
uporabili v naslednji selekcijski stopnji ali za namene poliklonskega testa ELISA. 
Določanje titra bakteriofagov v nepomnoženih in pomnoženih eluatih 
Po vsaki končani stopnji selekcije smo določili titer bakteriofagov. Pomnožene in nepomnožene 
eluate bakteriofagov smo serijsko redčili in z redčitvami (10 µL) okužili bakterijske celice E. coli 
ER2738 v srednji fazi eksponentne rasti. Za nepomnoženi eluat smo pripravili redčitve v razponu 
101 do 105, za pomnoženi eluat pa v razponu 107 do 1011. 200 µL bakterijske kulture za 
mikrobiološko titracijo smo okužili s po 10 µL posameznih redčitev fagov. Vse skupaj smo dodali v 3 
mL raztaljenega gojišča LB z agarozo ter razlili na površino agarnega gojišča LB/IPTG/X-gal. 
Petrijevke smo inkubirali preko noči pri 37 °C, zaščitene pred svetlobo. Naslednji dan smo prešteli 
modro obarvane plake ter izračunali titer fagov v nepomnoženem eluatu (NE, enačba 1) in v 
pomnoženem eluatu (PE, enačba 2). Izračunali smo tudi delež eluiranih fagov glede na vnos fagov v 
vsako selekcijsko stopnjo.  
Enačba 1: Izračun števila bakteriofagov v nepomnoženem eluatu (NE). R predstavlja ustrezno redčitev eluata s 
tekočim gojiščem LB, V *NE+ predstavlja celoten volumen nepomnoženega eluata v µL.  
             [   ]                 
 [  ]
     
 
Enačba 2: Izračun titra bakteriofagov v pomnoženem eluatu (PE). R predstavlja ustrezno redčitev eluata s 
tekočim gojiščem LB. 
                 [      ]  
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Spektrofotometrična določitev koncentracije bakteriofagov v suspenziji 
Koncentracije bakteriofagov smo ocenili na podlagi meritev absorbanc bakteriofagnih suspenzij s 
pomočjo spektrofotometra NanoDrop. Absorbanco smo merili pri valovnih dolžinah 269 nm in 320 
nm. Absorbcijski maksimum pri 269 nm je posledica absorbcije enoverižne DNA in kapsidnih 
proteinov. Svetlobe valovne dolžine 320 nm bakteriofagi ne absorbirajo, zato je sipanje svetlobe pri 
tej valovni dolžini posledica prisotnosti morebitnih nečistoč, kar uporabimo za korekcijo. 
Koncentracijo bakteriofagov izračunamo  po enačbi 3, ki poda rezultat kot število fagnih delcev v 
mililitru suspenzije.  
Enačba 3: Izračun števila bakteriofagnih delcev na mililiter suspenzije.  
             
  
 
(         )          
  
                           
 
4.1.3 Kvalitativna ocena afinitete nabora bakteriofagov iz pomnoženih eluatov 
Povprečno afiniteto vezave celotne populacije fagov posameznega pomnoženega eluata (PE) na 
fragment Fc smo ocenili s testom ELISA in na tak način ovrednotili uspešnost poteka afinitetne 
selekcije iz vseh treh knjižnic. Na vdolbinice mikrotitrske ploščice MaxiSorp smo preko noči 
adsorbirali 50 µL humanega fragmenta Fc (5 µg/mL) ali  50 µL streptavidina (5 µg/mL) v pufru PBS 
pri 4 °C. Prihodnji dan smo nezasedene površine mikrotitrskih vdolbinic blokirali z 200 µl blokirnega 
pufra (2 % BSA v PBS) 1 h pri sobni temperaturi. Za vsak vzorec smo pripravili tudi po eno 
vdolbinico brez tarčne molekule (tj. zgolj blokirano z BSA). Vdolbinice smo trikrat sprali s po 250 µL 
0,1 % PBST. V naslednjem koraku smo v vdolbinice nanesli pomnožene eluate iz posameznih 
selekcijskih stopenj, ki so vsebovali 5 × 1010 pfu v 100 µL 0,1 % BSA/0,05 % PBST ter mikrotitrsko 
ploščico inkubirali 1 h pri sobni temperaturi ob rahlem stresanju. Nevezane fage smo izprali trikrat 
s po 250 µL 0,1 % PBST in v vsako vdolbinico nanesli 200 µL raztopine monoklonskega protitelesa 
proti bakteriofagu M13, konjugiranega s hrenovo peroksidazo (anti M13-HRP) ter inkubirali 1 h pri 
sobni temperaturi. Protitelesa smo redčili v razmerju 1: 5000 v pufru 0,5 % BSA/0,05 % PBST. 
Vdolbinice smo nato štirikrat sprali z 0,1 % PBST in v vsako vdolbinico odpipetirali 200 µL substrata 
TMB. Po razvoju barve (10-15 min) smo encimsko reakcijo prekinili z dodatkom 50 µL 2 M H2SO4 ter 
izmerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm.  
4.1.4 Izolacija in čiščenje bakteriofagnih klonov 
Za izolacijo posameznih bakteriofagnih klonov in njihovo nadaljnjo karakterizacijo smo uporabili 
plake, ki so nastali na agarnem gojišču LB/IPTG/X-gal po titraciji nepomnoženih eluatov tretje 
selekcijske stopnje. Iz vsake od šestih selekcij smo naključno izbrali 20 plakov in jih s pomočjo 
sterilnih nastavkov za pipete prenesli v 2 mL 100-krat redčene prekonočne kulture E. coli ER2738. 
Bakteriofagne klone smo pomnoževali 4,5 h pri 37 °C med stresanjem z 250 vrt./min. Bakterijske 
kulture smo prenesli v mikrocentrifugirke in bakterijske celice od supernatanta ločili z dvakratnim 
zaporednim 10-minutnim centrifugiranjem z 10000 vrt./min pri 4 °C. Pomnožene in očiščene 
bakteriofagne suspenzije smo redčili z enakim volumnom sterilnega glicerola in jih shranili pri -20 
°C.  
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4.1.5 Kvalitativna ocena afinitete posameznih fagnih klonov 
Posameznim naključno izbranim pomnoženim bakteriofagnim klonom iz vsake selekcije (20 
klonom, zbranim z nespecifično elucijo, in 20 klonom, zbranim s kompetitivno elucijo) smo ocenili 
afiniteto do tarčne molekule (hFc) s testom ELISA. Tako imenovani monoklonski test ELISA smo 
izvedli po enakem postopku, kot je opisan zgoraj (4.1.3), le da posameznih pomnoženih klonov 
nismo prečistili s precipitacijo ali jim določili koncentracije. Namesto tega smo v vdolbinice 
mikrotitrskih plošč nanesli bakteriofagne klone v obliki supernatanta bakterijskega gojišča, 
redčenega v razmerju 1:1 s 100 µL 0,5 % BSA/0,1 % PBST. Fagne klone smo označili za selektivne 
vezalce hFc, če je bilo razmerje med signalom in ozadjem (tj. vezava fagnih klonov na zgolj z BSA 
blokirane vdolbinice) večje ali enako od 4.  
4.1.6 Izolacija in čiščenje bakteriofagne DNA in določanje nukleotidnega zaporedja inserta 
Na osnovi opravljenih presejalnih testov ELISA smo 24 bakteriofagnim klonom, izbranih iz knjižnice 
Ph.D.-12™ z ocenjeno najvišjo afiniteto in selektivnostjo vezave do fragmenta Fc, izolirali genomsko 
DNA in določili nukleotidno zaporedje inserta, ki nosi zapis za površinsko predstavljen peptid. 
Izbrane bakteriofagne klone v bistrem bakterijskem gojišču smo precipitirali s PEG/NaCl in jih zbrali 
s centrifugiranjem. Plaščne proteine bakteriofagov v usedlini smo denaturirali s 100 µL pufra Tris z 
jodidnimi ioni in DNA oborili z dodatkom 250 µL absolutnega etanola. Po desetih minutah 
inkubacije pri sobni temperaturi smo fagno genomsko DNA zbrali s centrifugiranjem pri 14000 
vrt./min (10 min) ter oborino sprali s 500 µL 70 % etanola, ohlajenega na -20 °C. Ponovili smo korak 
centrifugiranja, odstranili supernatant in oborjeno DNA 30 min sušili pri sobni temperaturi v 
aseptični komori. Za sekvenciranje smo DNA raztopili v 20 µL ddH20 in vzorce redčili po navodilih 
podjetja GATC Biotech iz Nemčije, ki je opravilo določitev nukleotidnega zaporedja insertov z 
uporabo začetnega oligonukleotida -96gIII. Nukleotidna zaporedja insertov izbranih bakteriofagnih 
klonov smo prevedli v aminokislinska zaporedja površinsko izraženih peptidov s pomočjo 
programske opreme Expasy Translate tool.   
4.2  Vrednotenje vezavnih lastnosti izoliranih peptidnih ligandov regije Fc 
4.2.1 Primerjalno vrednotenje afinitete izbranih fagnih klonov v formatu petvalentne 
predstavitve peptidov (sistem predstavitve 3) 
Izbrane ligande, ki so izkazovali najvišji signal do hFc, smo ovrednotili tudi s pomočjo 
kvantitativnega fagnega testa ELISA. Postopek testa ELISA je bil enak zgoraj opisanemu (4.1.3), le 
da smo tu uporabili naraščajoče titre fagnih klonov (109, 1010 in 1011 virionov/vdolbinico). Pri 
izbranem titru (1010 pfu) smo afiniteto fagnih klonov primerjalno ovrednotili še s tremi 
ponovitvami.  
4.2.2 Pomnoževanje pomožnih bakteriofagov M13 
V 5 mL  gojišča  2×TY  smo  dodali 50 μL prekonočne kulture E. coli TG1Tr in stresali pri 37 °C (250 
vrt./min) do dosežene OD600 ~0,4. K bakterijski kulturi smo prenesli majhen plak 
bakteriofaga KM13 in stresali 2 h pri 37 °C. Okuženo bakterijsko kulturo smo prenesli v 2 L svežega 
gojišča 2×TY, stresali  1,5 h pri 37 °C, dodali kanamicin (do koncentracije 50 μg/mL) in intenzivno 
stresali preko noči pri 30 °C. Izolacija in čiščenje pomožnega faga M13 je potekala po zgoraj 
opisanem postopku (4.1.6). Suspenziji bakteriofagov smo dodali glicerol do končne koncentracije 
15 % in jo kot trajno zalogo hranili pri -80 ˚C.  
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4.2.3 Vrednotenje vezave izbranih fagnih klonov v formatu petvalentne predstavitve 
peptidov na različne podrazrede humanih IgG 
Kvalitativno smo ocenili tudi vezavo posameznih izbranih fagnih klonov do različnih podrazredov 
humanih IgG (IgG1, IgG2, IgG3 ter IgG4). Test ELISA smo izvedli po zgoraj opisanem postopku (4.1.3) 
pri titru 2 × 1010 virusnih delcev/vdolbinico. Kot negativno kontrolo smo uporabili z BSA blokirane 
vdolbinice.  
4.2.4 Primerjalno vrednotenje afinitete izbranih fagnih klonov v formatu enovalentne 
predstavitve peptidov (sistem predstavitve 3+3) 
Najboljše ligande fragmenta Fc IgG iz knjižnice dodekapeptidov (6Fc, 14Fc, 19Fc in 20Fc) smo na 
nitastem bakteriofagu predstavili tudi v enovalentni obliki z uporabo fagmidnega vektorja, da smo 
se izognili avidnostnemu učinku pri vrednotenju vezave. Sintezne komplementarne 
oligonukleotide, ki kodirajo izbrane peptide (preglednica 7), smo zmešali v ekvimolarnem razmerju 
(50 µM v ddH20), segreli do 95 °C in počasi ohladili do 4 °C, da smo dosegli hibridizacijo. Tako 
pripravljene dvoverižne inserte smo redčili do koncentracije 50 nM in jih vstavili v fagmid pIT2 med 
restrikcijski mesti NcoI in NotI (množinsko razmerje vektor:insert 1:5; ligacija preko noči pri 16 °C). 
Z rekombinantnimi fagmidi smo transformirali kemijsko kompetentne gostiteljske bakterije E. coli 
TG1Tr s klasičnim postopkom toplotnega šoka. Iz agarnih gojišč LB z ampicilinom (100 µg/mL) smo 
posamezne bakterijske kolonije prenesli v 20 mL gojišča 2×TY z ampicilinom (100 µg/mL) in glukozo 
(2 %) ter stresali (250 vrt./min) pri 37 °C do OD600 ≈0,5. Bakteriofage smo pri pomnoževanju rešili s 
superinfekcijo, tj. z dodatkom pomožnega faga KM13 (2 µL, 5 × 109 virusnih delcev) v bakterijsko 
kulturo. Po 30 min inkubacije pri 37 °C brez stresanja smo v bakterijsko kulturo dodali kanamicin 
(50 μg/mL) in stresali dve dodatni uri pri 37 °C (250 vrt./min). S centrifugiranjem smo zbrali 
bakterije in jih suspendirali v 50 mL gojišča 2×TY z ustrezno koncentracijo dveh antibiotikov, 
ampicilina (100 μg/mL) in kanamicina (50 μg/mL) ter dodatkom IPTG (0,1 mM). Tako pripravljeno 
kulturo smo stresali z 250 vrt./min preko noči pri 30 °C. Gostiteljske celice smo odstranili s 
centrifugiranjem, virusne delce v supernatantu pa smo izolirali z obarjanjem s PEG/NaCl (4.1.4) in 
spektrofotometrično določili titer fagov po enačbi 3. 
Izolacije fagmidov smo izvajali po navodilih proizvajalca kompleta GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit. 
Na kratko, prekonočno kulturo rekombinantnih bakterijskih celic E. coli TG1Tr smo centrifugirali, 
odstranili supernatant in bakterijske celice suspendirali v pufru z RNazo A ter jih podvrgli alkalni lizi 
z NaDS. Sledila je adsorpcija DNA na silikagel v koloni v prisotnosti visoke koncentracije soli. Po 
spiranju nečistot smo fagmidno DNA eluirali z 10 mM Tris·HCl s pH 8. Uspešnost kloniranja smo 
preverili z določitvijo nukleotidnega zaporedja insertov z uporabo začetnega oligonukleotida pHEN.  
Fagmidne virione smo podobno kot izvorne petvalentne fagne klone (4.2.1) uporabili v testih ELISA 
za primerjalno vrednotenje afinitete peptidov do hFc. Fagno ELISO smo izvedli po enakem 
postopku, kot je opisan zgoraj (4.1.3), z naraščajočim titrom fagov (105, 109, 1010 in 1011 
virionov/vdolbinico).  
4.2.5 Označevanje bakteriofagnega klona s fluoresceinom in kompetitivni test FLISA 
(fluorescenčnoimunski test)  
Izbrani bakteriofagni klon z najvišjo afiniteto do hFc (19Fc) smo označili s fluoresceinom in na tak 
način preverili, ali predstavljen peptid tekmuje z imunoglobulin-vezavnim stafilokoknim proteinom 
A za vezavo na fragment Fc humanih IgG. Fluorescein izotiocianat (FITC) preko izotiocianatne 
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skupine reagira s primarnimi aminskimi skupinami (kapsidnih proteinov), da nastane tiosečninski 
most med proteinom in fluoresceinom. 
Sveže izoliran bakteriofagni klon 19Fc (4.1.2) smo suspendirali v 200 µL 0,1 M karbonatnega pufra s 
pH 8,9. Mikrocentrifugirko s suspenzijo faga smo ovili z aluminijasto folijo in s tem reakcijsko zmes 
zaščitili pred svetlobo. Postopoma (v petminutnih intervalih, 8 µL-alikvoti) smo dodali  40 µL 
raztopine FITC (1 mg/mL v DMSO). Označevanje je potekalo pri sobni temperaturi med stalnim 
stresanjem pri 750 vrt./min. Po zadnjem dodatku FITC smo reakcijsko mešanico stresali še 1 h pri 
sobni temperaturi in nato bakteriofage dvakrat oborili s PEG/NaCl ter na tak način odstranili 
presežek reagenta FITC.   
Kompeticijo s fluoresceinom označenih bakteriofagov s stafilokoknim imunoglobulin-vezavnim 
proteinom A (SpA) za vezavo na hFc smo ocenili s fluorescenčnoimunskim testom (FLISA). V 
vdolbinice  črne mikrotitrske ploščice MaxiSorp smo adsorbirali hFc in nezasedeno površino 
blokirali z BSA (4.1.3). Vdolbinice smo sprali in jih napolnili s 100 µL suspenzij, ki so vsebovale 1,2 × 
1010 označenih virusnih delcev klona 19Fc in različne koncentracije SpA (10 nM, 100 nM ali 1 µM). 
Po eni uri stresanja pri sobni temperaturi smo vsebino vdolbinic zavrgli, štirikrat sprali s po 300 µL 
0,1 % PBST ter dodali po 50 µL PBS. Intenziteto fluorescence smo izmerili pri 525 nm ob vzbujanju s 
svetlobo valovne dolžine 495 nm na čitalcu mikrotitrskih ploščic Tecan Safire2. Signale slepih 
kontrol (vdolbinice, prevlečene zgolj z BSA) smo odšteli; poskus smo izvedli s tremi ponovitvami. 
4.3  Iskanje minimalnega motiva v min19Fc za vezavo na hFc 
4.3.1 Priprava vektorja M13KBE 
Fagni vektor M13KBE smo pripravili z vstavitvijo dodatnega restrikcijskega mesta BspEI v vektor 
M13KE med mesti KpnI in EagI (slika 16). Dodano restrikcijsko mesto dovoljuje enostavno 
vstavljanje kratkih, sinteznih oligonukleotidov, ki kodirajo na kapsidi izražene peptide, v fagni 
vektor.   
Kot osnovo za konstrukcijo modificiranega vektorja M13KBE smo vzeli vektor M13KE (pravzaprav 
naključni bakteriofagni klon iz knjižnice Ph.D.-C7C™ (slika 16A)). Replikativno obliko fagne DNA 
(dvoverižno ciklično DNA) smo izolirali s pomočjo kompleta za izolacijo plazmidov GenElute™ 
Plasmid MiniPrep. S PCR smo ločeno pomnožili 5'- in 3'-segment fagne DNA med restrikcijskima 
mestoma BsrGI in BaeGI. Uporabili smo para začetnih oligonukleotidov F1-BsrGI/R1-BspEI in F2-
BspEI/R2-BaeGI (preglednica 5); začetna oligonukleotida R1-BspEI in F2-BspEI sta le delno 
komplementarna matrični DNA in z njima smo na konca amplikonov uvedli spremembo treh 
nukleotidov (glede na zaporedje matrične DNA), da se je na meji med kodo za vodilno zaporedje in 
predstavljen peptid oblikovalo restrikcijsko mesto BspEI. V naslednjem koraku smo v reakciji PCR 
povezali oba primarna amplikona (3'-konec nukleotidnega zaporedja prvega je namreč identičen 5'-
koncu nukleotidnega zaporedja drugega amplikona) in odsek pomnožili s končnima začetnima 
oligonukleotidoma (F1-BsrGI in R2-BaeGI). Tako pripravljen amplikon smo s kasetnim kloniranjem 
vstavili v vektor M13KE med restrikcijski mesti BsrGI in BaeGI, da smo dobili fagni vektor M13KBE 
(slika 16). 
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Slika 16: Priprava modificiranega bakteriofagnega vektorja M13KBE. A. Primerjava nukleotidnih in ustreznih 
aminokislinskih zaporedij izhodiščnega fagnega vektorja M13KE (zgoraj) in modificiranega fagnega vektorja 
M13KBE (spodaj). Alternativni začetni kodon (GTG) v genu gIII je prikazan v poševnem tisku. Nukleotidno 
zaporedje, ki kodira signalni  peptid za izločanje v periplazmo, je označeno s sivo barvo, medtem ko je 
zaporedje, ki kodira fuzijski protein peptid-p3, prikazano v modri barvi; oranžno je zapisan segment, ki kodira 
izražen peptid oz. pripadajoče nukleotidno zaporedje. Oznaka ˇ označuje mesto, kjer signalna peptidaza cepi 
rekombinantni protein. Pomembna restrikcijska mesta so označena z okvirji. Uvajanje novega restrikcijskega 
mesta BspEI z mutiranjem zaporedja TCTGCT zaporedja v TCCGGA; zamenjani nukleotidi so označeni z rdečo 
barvo. B. Združevanje segmentov DNA s pomočjo PCR s prekrivajočimi zaporedji za uvedbo novega 
restrikcijskega mesta BspEI. Zaporedja začetnih oligonukleotidov so podčrtana in restrikcijska mesta so 
označena z okvirji. Barvno kodiranje je enako kot v primeru A. Kasetno mutagenezo smo uporabili za uvedbo 
amplikona, ki vsebuje restrikcijsko mesto BspEI (TCCGGA) v matični vektor M13KE (preko BsrGI in BaeGI 
restrikcijskih mest). 
4.3.2 Kloniranje v modificiran vektor M13KBE 
Komplementarne oligonukleotide, ki kodirajo izbrane modificirane različice peptidov (preglednica 
8) smo zmešali v ekvimolarnem razmerju, jih hibridizirali (4.2.3) in vstavili v vektor M13KBE med 
restrikcijski mesti BspEI in EagI. S tako pripravljenimi rekombinantnimi vektorji smo transformirali 
kemijsko kompetentne gostiteljske bakterijske celice E. coli ER2738 s klasičnim postopkom 
toplotnega šoka. Transformiranim bakterijam smo dodali 800 µL gojišča LB in jih inkubirali 10-15 
min pri 37 °C s stalnim stresanjem (250 vrt./min). 50 µL suspenzije smo dodali k 3 mL raztaljenega 
gojišča LB z agarozo, temperiranega na 50 °C, ter ga razlili po agarnem gojišču LB/IPTG/X-gal. 
Preostanek bakterij smo centrifugirali, odstranili supernatant ter usedlino suspendirali v 100 µL 
gojišča LB in po enakem postopku bakterije prenesli na agarno gojišče LB/IPTG/X-gal. Petrijevke 
smo inkubirali preko noči pri 37 °C, zaščitene pred svetlobo. Naslednji dan smo pomnožili 
bakteriofagne klone iz 3 do 5 posameznih plakov v gostiteljskih bakterijah (4.1.2), izolirali fagno 
genomsko DNA ter preverili nukleotidno zaporedje inserta (4.1.6). 
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4.3.3 Vrednotenje afinitete skrajšanih različic do hFc  
Z namenom določitve minimalnega aminokislinskega motiva, odgovornega za vezavo fagnega klona 
19Fc na regijo Fc IgG, smo zasnovali niz peptidov, skrajšanih na N- ali/in C-koncu (označeni z 19Fc-1 
do 8, slika 30) in jih izrazili na bakteriofagu M13KBE. S testom ELISA smo ovrednotili afiniteto 
skrajšanih različic peptida 19Fc do hFc relativno glede na izhodiščni peptid. Test smo izvedli v treh 
ponovitvah s po 5 × 109 virionov/vdolbinico (4.2.1). Statistično pomembne razlike smo določili s 
testom enosmerna ANOVA z naknadno korekcijo po Bonferroniju. 
4.4  Vezavne lastnosti skrajšanega peptidnega liganda min19Fc 
4.4.1 Kvalitativna ocena afinitete fagnega klona min19Fc s skrajšanim peptidom, 
predstavljenim v petvalentnemu formatu do različnih podrazredov humanih IgG ter 
različnih terapevtskih protiteles 
Kvalitativno vezavo skrajšanega peptida min19Fc, predstavljenega na plaščnem proteinu p3 
bakteriofaga v formatu petvalentne predstavitve, smo na različne podrazrede humanih IgG in na 
številna terapevtska monoklonska protitelesa ovrednotili s testom fagna ELISA. Test ELISA smo 
izvedli po zgoraj opisanem postopku (4.2.1) pri titru 5 × 109 virionov/vdolbinico. Na vdolbinice 
mikrotitrske ploščice MaxiSorp smo preko noči adsorbirali 50 µL posameznega terapevtskega 
protitelesa ali posamezen podrazred IgG v koncentraciji 5 µg/mL. Poskus smo izvedli v treh 
ponovitvah. 
4.4.2 Kvalitativna ocena afinitete sinteznega peptida b-min19Fc do različnih živalskih IgG 
Kvalitativno smo ocenili tudi vezavo sinteznega biotiniliranega peptida (b-min19Fc) do IgG različnih 
živalskih vrst (IgG miši, koze, osla in kunca). Izvedli smo test, podoben zgoraj opisanemu (4.1.3), z 
nekaj spremembami. Sintezni biotiniliran peptid min19Fc (b-min19Fc) smo vezali na streptavidin (2 
μg/mL v PBS) v množinskem razmerju 4:1 in tako nastali kompleks adsorbirali na površino 
mikrotitrske ploščice MaxiSorp preko noči pri 4 °C. Kot negativno kontrolo smo uporabili 
biotiniliran peptid z nepovezanim aminokislinskim zaporedjem (b-NK)194, in nekompleksiran 
streptavidin (SA brez dodanega peptida). Vdolbinice smo blokirali z 2 % mlekom v prahu/PBS 1 h pri 
sobni temperaturi. Po spiranju smo v vdolbinice za 1 h pri sobni temperaturi nanesli konjugate IgG-
HRP različnih živalskih vrst: mišje monoklonsko protitelo proti fagu M13, oslovsko poliklonsko 
protitelo proti kozjim protitelesom, kunčje poliklonsko protitelo proti ovčjim protitelesom in kozje 
poliklonsko protitelo proti mišjim protitelesom. Po spiranju smo vezavo detektirali s substratom 
TMB.  
4.5  Vrednotenje interakcije med sinteznim peptidom min19Fc in 
fragmentom Fc humanih IgG s površinsko plazmonsko resonanco (SPR) 
Za ovrednotenje interakcije med fragmentom Fc humanih IgG in peptidnim afinitetnim ligandom 
min19Fc smo uporabili površinsko plazmonsko resonanco (SPR, angl. »surface plasmon 
resonance«). Za namen ovrednotenja interakcije smo uporabili aparaturo BiaCore T100 (GE 
Healthcare) in senzorski čip CM5 (GE Healthcare). Sistem BiaCore za opis sprememb signala 
uporablja resonančno enoto (RU), ki ustreza spremembi odbojnega kota za 10-4 stopinje. Pri 
proteinih je med maso vezane snovi na površini čipa in RU linearen odnos; 1 RU ustreza ~ 1 
pg/mm2 vezane snovi.195 Delo je bilo opravljeno na Kemijskem inštitutu v Ljubljani v sodelovanju z 
dr. Vesno Hodnik in prof. dr. Gregorjem Anderluhom.  
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4.5.1 Imobilizacija streptavidina ter posredna imobilizacija peptida na senzorski čip 
Senzorski čip CM5 smo dvakrat zaporedno sprali z nosilnim pufrom (PBS z 0,005 % P20) in nato 
kovalentno imobilizirali streptavidin (SA) preko aminskih skupin na karboksiliran dekstranski 
matriks po protokolu proizvajalca čipa. Na kratko, površino obeh pretočnih celic (referenčne in 
testne celice) smo sprva aktivirali z desetminutnim pulzom mešanice 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimida (EDC) in N-hidroksisukcinimida (NHS) v razmerju 1:1 pri pretoku 
10 µL/min. SA smo nanesli zgolj na testno celico, medtem ko smo referenčno celico pustili prazno 
za kontrolo nespecifične vezave protiteles na površini čipa. SA smo pred nanosom na čip redčili do 
koncentracije 100 µg/mL v 10 mM Na-acetatnem pufru s pH 4,2. pH pufra smo umerili na vrednost 
pod izoelektrično točko SA (pI = 5) in s tem zagotovili pozitivno nabitost proteina ob imobilizaciji. 
Tako smo zagotovili elektrostatski privlak z negativno nabito površino čipa. SA smo nanašali na 
testno celico v večkratnih enominutnih korakih pri pretoku 5 µL/min. Končna količina 
imobiliziranega SA je znašala 4000 RU (slika 17).  
 
Slika 17: Imobilizacija streptavidina preko aminskih skupin na senzorski čip CM5. Površino čipa smo najprej 
aktivirali z mešanico EDC in NHS v razmerju 1 : 1. Na testno celico (označeno z Fc =2) smo imobilizirali SA do 
odziva ~4000 RU in obe celici nato blokirali z etanolaminom. Na sliki je prikazan odziv na testni celici.  
Obe celici smo po vezavi SA blokirali s sedemminutnim nanosom 1 M etanolamina (pH 8) pri 
pretoku 10 µL/min. Posredno, preko imobiliziranega SA, smo naknadno nanesli biotiniliran peptid 
(b-min19Fc) (slika 18A), ki smo ga tik pred nanosom redčili do koncentracije 120 nM v pufru PBS 
(pH 7,4). b-min19Fc smo injicirali zgolj na testno celico v večkratnih enominutnih korakih s 
pretokom 5 µL/min. Končna količina posredno imobiliziranega b-min19Fc je dosegla vrednost 250 
RU. 
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Slika 18: Shematska predstavitev spremljanja interakcije humanih IgG na posredno imobiliziran biotiniliran 
peptid (b-min19Fc) z metodo SPR. A. Biotiniliran peptid (peptid je označen z modro barvo, biotin pa z zelenim 
trikotnikom) smo imobilizirali posredno – na streptavidin (označen z rdečo bravo), kovalentno vezan preko 
aminskih skupin na dekstranski matriks čipa CM5. Po imobilizaciji smo čip sprali ter preko čipa injicirali 
različne koncentracije humanih IgG. Vezava hFc na površino čipa vodi v spremembo naboja, konformacije 
in/ali mase, pri čemer se obenem spremeni tudi refrakcijski indeks, kar posledično vodi do spremembe kota 
odboja laserskega žarka, s katerim obsevamo čip. B. Shematski prikaz senzorgrama ob vezavi IgG na površino 
čipa (testna celica je označena z rdečo barvo, referenčna celica je označena s črno barvo). Ob injiciranju 
analita na površino čipa lahko opazimo več faz vezave. V fazi asociacije se analit veže na ligand, kar zaznamo 
kot porast signala na senzorgramu. Ko so vsa vezavna mesta zasedena, pride do zasičenja in odziv se ustali pri 
neki vrednosti. Ob prenehanju vbrizgavanja analita na senzorski čip pride do faze disociacije, ko se analit 
odstranjuje z imobiliziranega liganda. Iz faze asociacije in disociacije lahko določimo kinetiko vezave, iz faze 
ravnotežja pa lahko sklepamo o količini vezanega analita na senzorski čip.  
4.5.2 Spremljanje vezave fragmenta Fc humanih IgG na imobiliziran peptid b-min19Fc 
hFc smo redčili v nosilnem pufru (PBS s 0,005 % P20) v razponu od 10 nM do 640 nM in injicirali 
180 s ter opazovali disociacijo naslednjih 180 s. Površino čipa smo regenerirali z dvema 12-
sekundnima pulzoma z 1 mM NaOH. Med postopkom titracije smo skozi celici injicirali vsaj eno 
interno kontrolo, redčitev hFc (80 nM) za preverjanje kontrole stabilnosti pripravljene površine čipa 
in ponovljivosti odziva. Celoten eksperiment smo izvedli pri 25 °C in pretoku 10 µL/min. Za 
določitev optimalnih regeneracijskih pogojev smo preverili različne raztopine (od 1 mM do 50 mM 
NaOH in 10 mM glicinski pufer s pH od 3 do 5), vendar s kombinacijo izbranih pogojev nismo 
dosegli optimalne regeneracije površine čipa.  
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Zaradi neoptimalne regeneracije površine čipa, smo v nadaljevanju vrednotenje vezave hFc na b-
min19Fc izvedli s pomočjo kinetične titracije (angl. »single cycle kinetics«). Metoda temelji na 
zaporednemu injiciranju postopno višjih koncentracij analita na funkcionalizirano površino 
senzorskega čipa brez vmesnih korakov regeneracije.196 Pet zaporednih naraščajočih koncentracij 
hFc (10 nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM in 160 nM), redčenih v nosilnem pufru, smo injicirali preko 
površine senzorskega čipa 60 s pri pretoku 30 µL/min, čemur je sledilo 160 s disociacije z nosilnim 
pufrom. Med tremi ponovitvami smo površino regenerirali z dvema 18-sekundnima pulzoma 1 mM 
NaOH. Med testom smo preko celic injicirali še interne kontrole za preverjanje stabilnosti površine 
čipa ter ničelno koncentracijo analita (kot slepo vrednost). Odzive smo analizirali s programsko 
opremo BiaEvaluation 3.2 (GE Healthcare). Od signalov testne celice smo odšteli signale referenčne 
celice in dobljene vrednosti odziva prilegali na bivalenten model vezave (dve vezavni mesti za 
min19Fc na hFc). Kot negativno kontrolo smo naknadno analizirali odzive BSA (1 µM), SpA (1 µM) 
ter SpG (1 µM) z 90-sekundnim injiciranjem. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili terapevtsko 
monoklonsko protitelo razreda IgG1 (ramucirumab, 1 µM).   
4.6  Divalenten bakteriofag 
Analiza interakcije med sinteznim peptidom min19Fc in fragmentom Fc s SPR je predvidela 
bivalenten način vezave, tj. vezavo dveh peptidov na dve homologni mesti fragmenta Fc, sicer 
homodimerne zgradbe. S konstrukcijo divalentnega bakteriofaga smo želeli potrditi domnevo, da bi 
povezava dveh peptidov min19Fc na ustrezni razdalji povzročila močno povečan signal vezave v 
primerjavi z enovalentno predstavitvijo peptida. Tako načrtovan rekombinantni konstrukt je 
omogočal primerjavo afinitete vezave tako z enovalentno predstavitvijo, kot tudi s petvalentno 
predstavitvijo peptida min19Fc. Za izdelavo divalentnega bakteriofaga smo uporabili sistem obvitih 
vijačnic P3-P4. Obvite vijačnice so sekundarne strukture, pri katerih se od dva do sedem α-vijačnic 
ovije ena okoli druge v levosučni orientaciji. Do oligomerizacije lahko pride med enakimi 
polipeptidnimi verigami (homooligomeri) ali med različnimi verigami (heterooligomeri). Za 
nastanek obvite vijačnice je značilno kanonično ponavljanje zaporedja sedmih aminokislin, t.i. 
aminokislinskih heptad. Mesta posameznih aminokislinskih (AK) ostankov v heptadi označujemo a-
b-c-d-e-f-g, mesta na komplementarni heptadi pa a'-b'-c'-d'-e'-f'-g'. Heptada se razteza čez dva 
zavoja vijačnice in v dolžino meri 1 nm.197-198 Do povezovanja monomerov prihaja preko 
hidrofobnih interakcij med AK na mestih a in d ter elektrostatskih interakcij med AK na mestih e in 
g. Hidrofobne AK na mestih a in d tvorijo hidrofobno sredico obvite vijačnice, kar določa njeno 
stabilnost in stopnjo oligomerizacije (slika 19). Nabiti AK-ostanki na mestih e in g zagotavljajo 
specifičnost interakcije, medtem, ko AK na mestih b, c in f pri oligomerizaciji ne sodelujejo. Pri 
paralelnih obvitih vijačnicah se vzpostavijo hidrofobne interakcije med AK na mestu a ene verige in 
komplementarne a' druge verige ter elektrostatske med AK na mestih e ene verige in g' na 
komplementarni verigi. Kot osnovni sistem obvitih vijačnic smo si izbrali paralelni peptidni 
heterodimer P3-P4, ki predstavljata ortogonalni par.198-199 Ortogonalnost pomeni, da izključno ena 
kombinacija dveh peptidov tvori ustrezen dimer. Nukleotidno zaporedje s pripadajočim 
aminokislinskim zaporedjem je predstavljeno na sliki 20. Na N-končnem delu zaporedja obeh α-
vijačnic smo dodali zaporedje štirih aminokislin (SPED), ki stabilizira začetek α-vijačnice in obenem 
omogoča prepogibanje obvitih vijačnic na robovih.199   
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Slika 19: Shematični prikaz interakcij znotraj paralelno obvitih vijačnic (povzeto po 200) . 
Eno kopijo peptida min19Fc (ter fleksibilni peptidni linker in vijačnico P3) smo izrazili kot fuzijski 
protein s plaščnim proteinom p3 na nitastem bakteriofagu v formatu enovalentne predstavitve 
(sistem predstavitve 3 + 3 na osnovi fagmidnega vektorja pIT2). Drugo kopijo peptida min19Fc v 
obliki fuzijskega konstrukta s fleksibilnim linkerjem in vijačnico P4 smo izrazili ločeno v topni obliki v 
E. coli. Obe očiščeni in izraženi komponenti smo naknadno združili, kar je povzročilo spontano 
asociacijo vijačnic P3 in P4 v obvito vijačnico z visoko selektivnostjo in s tem posledično divalentno 
predstavitev min19Fc na fagmidnem delcu (slika 20).  
 
Slika 20: Shematski prikaz strukture divalentnega bakteriofaga.  
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4.6.1 Kloniranje genskih insertov za pripravo divalentnega faga  
Sintezni gen z zaporedjem za insert min19Fc-vijačnica P3 za vstavitev v fagmidni vektor pIT2 in 
sintezni gen z zaporedjem za insert min19Fc-vijačnica P4-FLAG-tag-His-tag za vstavitev v vektor 
pET28 smo naročili pri IDT (ZDA) (preglednica 9). Oba sintezna gena smo pomnožili z verižno 
reakcijo s polimerazo (PCR) z ustreznimi začetnimi oligonukleotidi (preglednica 10) po sledečem 
protokolu. Temperaturni profil pomnoževanja je vseboval začetno denaturacijo matrice 30 s pri 98 
°C, 25 ciklov sinteze (posamezen krog: 10 s pri 98 °C, 30 s pri 60 °C, 20 s pri 70 °C) in zaključevanje 5 
minut pri 72 °C. Po pomnoževanju smo amplikone očistili iz agaroznega gela s pomočjo kompleta za 
izolacijo DNA (QIAEX II Gel Extraction Kit, Qiagen, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Tako 
pripravljena amplikona smo rezali s parom restriktaz NcoI/NotI ali NcoI/XhoI, in jih vstavili v 
vektorja (t.j. fagmidni vektor pIT2 ali ekspresijski plazmid pET28), linearizirana na enak način (slika 
21). S tako pripravljenimi rekombinantnimi vektorji smo transformirali kemijsko kompetentne 
celice E. coli TG1Tr in TOP10 s klasičnim postopkom toplotnega šoka. Preostanek kloniranja je 
potekal po zgoraj opisanemu postopku (4.3.2). Za potrditev pravilnosti nukleotidnega zaporedja 
insertov smo posamezen vektor izolirali in določili nukleotidno zaporedje z uporabo začetnih 
oligonukleotidov pHEN za vektor pIT2 in T7 za vektor pET28. Nukleotidna zaporedja insertov 
izbranih bakteriofagnih klonov smo prevedli v aminokislinska zaporedja površinsko izraženih 
peptidov s pomočjo programske opreme Expasy Translate tool.   
 
Slika 21: Nukleotidni zaporedji (in pripadajoči aminokislinski zaporedji) posameznih ekspresijskih kaset za 
pripravo divalentnega bakteriofaga. A. Insert min19Fc-vijačnica P3 za vstavitev v fagmidni vektor pIT2. B. 
Insert min19Fc-vijačnica P4-FLAG-tag-His-tag za vstavitev v ekspresijski vektor pET28. Komplementarna 
začetna oligonukleotida (preglednica 10), uporabljena v PCR, sta podčrtana, restrikcijska mesta so okvirjena. 
Nukleotidni zaporedji peptida min19Fc sta označeni z zeleno barvo, fleksibilni linker je označen s sivo barvo, 
vijačnici P3 in P4 sta označeni z modro in rdečo barvo. Oznaki FLAG ter His-tag sta obarvani rumeno ter roza 
barvo. Znak ˇ v konstruktu min19Fc-vijačnica P3 označuje mesto cepitve signalne peptidaze. 
4.6.2 Izražanje rekombinantnih konstruktov 
Konstrukt min19Fc-vijačnica P3 smo predstavili na nitastem bakteriofagu v enovalentni obliki z 
uporabo fagmidnega vektorja. Postopek izražanja je bil enak zgoraj opisanemu (4.2.3). 
Za izražanje rekombinantnega konstrukta min19Fc-vijačnica P4-FLAG-tag-His-tag smo precepili 
prekonočno kulturo E. coli BL21 (DE3) pLysS s plazmidom pET28-min19Fc-P4coil, pripravljeno iz 
trajne kulture, v 400 mL gojišča 2×TY z dodanima antibiotikoma 100 µg/mL ampicilina in 34 µg/mL 
kloramfenikola ter stresali pri 37 °C. Ko je bakterijska kultura dosegla OD600 ~ 0,5, smo inducirali 
izražanje fuzijskega proteina z dodatkom 1 mM IPTG in stresali nadaljnje štiri ure pri 37 °C. Po 
A        NcoI 
       M  Aˇ G  S  Y  W  Y  Q  V  W  F  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  P  E  D  E  I  Q  Q 
tttaCCATGGCCGGCTCGTACTGGTATCAGGTATGGTTCGGAGGAGGTGGATCGGGAGGGGGCGGTTCAGGCGGGGGTGGATCGCCGGAGGACGAGATTCAACAA 
 L  E  E  E  I  A  Q  L  E  Q  K  N  A  A  L  K  E  K  N  Q  A  L  K  G  A  A  A   
CTGGAGGAAGAGATTGCCCAGCTGGAACAAAAAAACGCTGCCTTAAAGGAGAAAAATCAAGCCCTGAAAGGTGCGGCCGCtgat 
                                                                                                                                                                    NotI 
 
B        NcoI 
       M  G  S  Y  W  Y  Q  V  W  F    G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  P  E  D  K    I  A  Q  L 
ttatCCATGGGGTCGTACTGGTATCAAGTTTGGTTTGGTGGTGGAGGTAGCGGGGGGGGTGGATCTGGTGGAGGTGGCTCACCTGAAGATAAAATCGCTCAACTG 
 K  Q  K  I  Q  A  L  K  Q  E  N  Q  Q  L  E  E  E  N  A  A  L  E  G  G  G  D  Y  K  D  D  D  D  K  L  E 
AAACAGAAAATCCAAGCCTTGAAACAAGAGAACCAGCAACTGGAAGAGGAGAACGCCGCTTTGGAAGGCGGTGGTGATTATAAAGATGATGATGATAAACTCGAG 
 H  H  H  H  H  H  H 
CACCACCACCACCACCACCAC… 
XhoI 
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končani indukciji smo celično kulturo centrifugirali, supernatant odstranili in celično usedlino 
suspendirali v 8 mL PBS ter zamrznili pri -80 °C za bolj učinkovito razbitje celične stene. Odtaljeno 
suspenzijo bakterijskih celic smo sonicirali z ultrazvočno sondo po programu, kjer se je 5-sekundni 
pulz (30 % amplituda) izmenjeval z 9,9-sekundno pavzo. Bakterijske celice so bile med sonikacijo 
ves čas na ledu. Bakterijski lizat smo nato centrifugirali ter ga ločili na topno (TF) in netopno frakcijo 
(NTF), kjer smo celično usedlino ponovno suspendirali v PBS. Izraženi fuzijski rekombinantni 
konstrukt min19Fc-vijačnica P4-FLAG-tag-His-tag smo izolirali iz supernatanta s kovinsko-kelatno 
kromatografijo (IMAC, angl. »immobilized metal affinity chromatography«) po navodilih 
proizvajalca (HIS-Select®  Nickel  Affinity Gel, Sigma).  
4.6.3 Priprava divalentnega bakteriofaga 
Fagmidne delce s predstavljenim konstruktom min19Fc-P3 vijačnica (titer 4,1 × 1013 virionov v 200 
µL PBS) smo združili s 400 µL rekombinantnega fuzijskega konstrukta min19Fc-vijačnica P4-FLAG-
tag-His-tag s koncentracijo 2,8 mg/mL. Zmes smo inkubirali dve uri pri sobni temperaturi s stalnim 
mešanjem (50 vrt./min). Presežek rekombinantnega fuzijskega konstrukta min19Fc-vijačnica P4-
FLAG-tag-His-tag smo ločili od spontano sestavljenih divalentnih bakteriofagov z dvojnim 
obarjanjem s PEG/NaCl (4.1.4). Naknadno smo virusne delce suspendirali v PBS in 
spektrofotometrično določili njihov titer (4.1.2). 
4.6.4 Preverjanje izražanja rekombinantnih konstruktov  
Izražanje fuzijskega konstrukta na fagmidnem delcu smo preverili s testom ELISA na način, kot je 
opisano v poglavju  4.2.3.  
Izražanje rekombinantnega konstrukta min19Fc-P4-FLAG-tag-His-tag v bakterijskem lizatu (4.6.2) 
smo ovrednotili s tehniko točkovnega nanosa (angl. »dot blot«) in detekcijo z mišjimi 
monoklonskimi protitelesi proti oznaki FLAG-tag (Sigma, ZDA). Kot negativo kontrolo smo uporabili 
lizat enakih bakterij, le da izražanja konstrukta nismo sprožili (tj. brez dodatka induktorja IPTG). 
Obenem smo preverili tudi, ali se rekombinantni konstrukt izraža v topni obliki ali v inkluzijskih 
telescih. Na kratko, po 4 µL bakterijskega lizata, supernatanta lizata po centrifugiranju (topna 
proteinska frakcija) ali netopne proteinske frakcije lizata (usedline po centrifugiranju lizata, 
suspendirane v enakem volumnu pufra PBS) smo nanesli na nitrocelulozno membrano. Membrano 
smo 1 h sušili pri sobni temperaturi ter blokirali 1 h v 5 % mleku v prahu v 0,01 % PBST. Nadalje 
smo membrano ob stalnem rahlem stresanju pri sobni temperaturi 1 h inkubirali s primarnimi 
mišjimi monoklonskimi protitelesi proti oznaki FLAG-tag, pri čemer smo osnovno raztopino 
protiteles redčili z 1-% raztopino mleka v 0,01 % PBST v razmerju 1:5000. Membrano smo nato 
štirikrat sprali in inkubirali 1 h s kozjimi poliklonskimi protitelesi proti mišjim protitelesom IgG, 
konjugiranimi s hrenovo peroksidazo (redčitev 1:5000 v 1-% raztopini mleka v 0,01 % PBST). 
Detekcijo smo izvedli s 5-minutno inkubacijo membrane s kemiluminiscentnim substratom 
(SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) in odzive zabeležili z 
napravo G-box (Syngene, VB).   
V nadaljevanju smo ovrednotili izražanje rekombinantnega konstrukta s min19Fc-P4-FLAG-tag-His-
tag še s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE) s 
sledečim prenosom western. Poskus smo izvedli z 12-% separacijskim gelom in elektroforeznim 
sistemom Mini-Protean (BioRad, ZDA). Lizatom (10 µL) smo dodali po 2,7 µL 1 M DTT in 5,3 µL 
nanašalnega barvila (angl. »loading dye«) in jih 5 min segrevali pri 100 °C. Skupaj s proteinskim 
standardom (ProSieve Protein Standard, Lonza), smo vzorce nanesli na gel. Elektroforeza je 
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potekala 1,5 h pri konstantni napetosti 100 V v NaDS-elektroforeznem pufru. Po končani 
elektroforezi smo prenesli proteine iz gela na nitrocelulozno membrano. Prenos je potekal 1 h pri 
konstantni napetosti 100 V. Nevezana mesta na membrani smo blokirali 1 h s 5 % mlekom v pufru 
PBS pri sobni temperaturi. Po spiranju z 0,1 % PBST smo membrano inkubirali preko noči s 
primarnimi mišjimi protitelesi proti oznaki His-tag (GenScript, ZDA; redčitev 1:2000) v 1 % raztopini 
mleka v PBS. Membrano smo sprali in inkubirali 1 h s kozjimi poliklonskimi protitelesi proti mišjim 
IgG, konjugiranimi s hrenovo peroksidazo (Jackson Immuno Research, ZDA; redčitev 1:5000). 
Detekcijo smo izvedli s kemiluminiscentnim substratom (SuperSignal West Dura Chemiluminescent 
Substrate, Thermo Scientific) in odzive zabeležili napravo z G-box (Syngene, VB).   
4.6.5 Relativno vrednotenje vezave divalentnega faga v primerjavi z enovalentno in 
petvalentno predstavitvijo peptida min19Fc na bakteriofagu 
Funkcionalno avidnost divalentnih bakteriofagov smo ovrednotili s kvantitativnim testom fagna 
ELISA v neposredni primerjavi z enovalentno ter petvalentno predstavitvijo peptidov na fagu. 
Naraščujoč titer fagov (105, 108, 109, 1010, 1011, 1012 in 1013 virusnih delcev) smo inkubirali v 
vdolbinicah, predhodno prekritih s humanimi IgG (5 µg/mL; i.v. Ig, Octagam) in blokiranih z 2 % BSA 
v PBS. Vezane fage smo detektirali s protitelesi proti fagom M13, konjugiranimi s HRP in 
kromogenim substratom TMB. Signale slepih kontrol (vdolbinice, prevlečene zgolj z BSA) smo 
odšteli. 
4.7  Vrednotenje vpliva posameznih aminokislinskih ostankov v min19Fc za 
vezavo na hFc (»alanine scanning«) 
Za oceno prispevka vsakega posameznega aminokislinskega ostanka min19Fc za vezavo na hFc smo 
načrtovali različice min19Fc, v katerih smo posamezne aminokisline načrtno zamenjali za alanin 
(slika 38). Peptidne različice smo izrazili v obliki fuzije s plaščnim proteinom p3 bakteriofaga 
M13KBE, kloniranje je potekalo po enakem principu, kot je opisano v poglavju 4.3.2. Uporabili smo 
sintezne komplementarne oligonukleotide, prikazane v preglednici 11. Afiniteto posameznih 
različic smo relativno glede na izhodiščni peptid min19Fc ovrednotili (4.3.3) s testom fagna ELISA 
pri titru 5 × 109 virionov/vdolbinico. Signale slepih kontrol (vdolbinice, prevlečene zgolj z BSA) smo 
odšteli. Poskus smo izvedli v treh ponovitvah.  
4.8  Priprava in vrednotenje vezavnih lastnosti peptidnih različic liganda 
min19Fc 
4.8.1 Priprava in vrednotenje vezavnih lastnosti različic peptida min19Fc, prestavljenih na 
bakteriofagu 
Različice peptida min19Fc s substitucijami na mestu 6, označene min19Fc-Q6D, -Q6E in -Q6K 
(preglednica 12), smo sprva izrazili na fagu M13KBE po postopku, opisanem v poglavju 4.3.2 z 
uporabo oligonukleotidov, navedenih v preglednici 12. Mutantam, predstavljenim na plaščnem 
proteinu p3, smo ocenili vezavno afiniteto do hFc s testom fagna ELISA relativno glede na 
izhodiščni klon min19Fc. Kvantitativni test fagna ELISA smo izvedli po enakih postopku, opisanem v 
poglavju 4.3.3, le da smo kot tarčo uporabili polispecifične humane IgG (5 µg/mL i.v. Ig). Uporabili 
smo bakteriofage titrov  107, 108, 109, 1010, 1011 in 1012 virionov/vdolbinico. Signale slepih kontrol 
(vdolbinice, prevlečene z BSA) smo odšteli. 
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4.8.2 Vrednotenje vezavnih lastnosti sinteznih peptidnih različic min19Fc  
Na C-konec sinteznih peptidov (Innovagen) min19Fc, min19Fc-Q6D in min19Fc-Q6E, smo prek 
pentapeptidnega linkerja GGGSK pripeli biotinsko skupino (preglednica 14). Njihovo vezavno 
afiniteto smo ovrednotili s testom, podobnim ELISA. Na dno vdolbinice mikrotitrske ploščice 
MaxiSorp smo preko noči pri 4 °C adsorbirali 50 µL polispecifičnih humanih i.v. Ig (5 µg/mL) ali  50 
µL BSA (5 µg/mL). Prihodnji dan smo nezasedene površine mikrotitrskih vdolbinic blokirali s po 200 
µL blokirnega pufra (2 % BSA v PBS) 1 h pri sobni temperaturi in vdolbinice trikrat sprali s po 250 µL 
0,1 % PBST. V naslednjem koraku smo dodali konjugat SA-HRP z vezanimi biotiniliranimi sinteznimi 
peptidi (predhodno smo zmešali obe komponenti v množinskem razmerju 1:4, da smo pripravili 
tetramerne peptidne komplekse). Dodali smo po 50 µL kompleksov v razponu koncentracij od 20 
pg/mL do 2 ng/mL (glede na SA-HRP) in mikrotitrsko ploščico stresali 1 h pri sobni temperaturi. 
Nevezane komplekse smo izprali trikrat s po 250 µL 0,1 % PBST in vezane detektirali z 200 µL 
kromogenega substrata TMB. Po razvoju barve (10-15 min) smo encimsko reakcijo prekinili z 
dodatkom 50 µL 2 M H2SO4 in izmerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm.  
Dodatno smo ocenili še relativno vezavno afiniteto sinteznih biotiniliranih peptidov (b-min19Fc, b-
min19Fc Q6D in b-min19Fc Q6E) na različne podrazrede humanih IgG (IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4) in 
polispecifične humane IgG (i.v. Ig). Vezavno afiniteto smo ovrednotili po enakem postopku, kot je 
opisano zgoraj (4.8.2). Kot negativno kontrolo smo uporabili zgolj konjugat SA-HRP (tj. brez vezanih 
peptidov). Naknadno smo na enak način ocenili relativno vezavno afiniteto dveh biotiniliranih 
sinteznih peptidov, b-min19Fc in b-min19Fc Q6D, na terapevtski monoklonski protitelesi 
infliksimab (himerni IgG1,) in nivolumab (humani IgG4), polispecifične humane IgG (i.v. Ig) ter 
fragment Fc humanih IgG. Poskuse smo izvedli v treh ponovitvah. 
4.8.3 Priprava in vrednotenje vezavnih lastnosti fagov s konzervativnimi in 
nekonzervativnimi substitucijami aminokislinskih ostankov v predstavljenih peptidih 
min19Fc in min19Fc Q6D  
Za boljši vpogled v naravo interakcije med peptidnim ligandom in fragmentom Fc smo načrtovali 
različice peptidov min19Fc (skupina 1, slika 40A) in min19Fc Q6D (skupina 2, slika 40B) s 
konzervativnimi in nekonzervativnimi substitucijami aminokislinskih ostankov na mestih 2 in 7. Vse 
različice smo izrazili na bakteriofagu M13KBE po postopku, opisanem v poglavju 4.3.2 z uporabo 
oligonukleotidov, navedenih v preglednici 12. Peptidne različice smo predstavili v obliki fuzije s 
plaščnim proteinom p3 ter jim ocenili relativno vezavno afiniteto s testom fagna ELISA (4.3.3; titer 
5 × 109 fagnih delcev/vdolbinico) glede na izhodiščni klon min19Fc (skupina  1) oz. glede na različico 
min19Fc-Q6D (skupina 2).  
4.9  Sidranje in analiza vezave peptidnega liganda na hFc in silico 
Molekulsko modeliranje smo izvedli s programskim orodjem Schrödinger small molecule discovery 
suite (Small molecule discovery suite, Release 2018-1, Maestro version 11.5.0.11, MMshare version 
4.1.011, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2018). Informacijo za konformacijo vezavnega mesta smo 
pridobili iz znane kristalne zgradbe kompleksa domene B stafilokoknega proteina A (PDB-koda 
5U52201,202), vezane na regijo Fc IgG1. Modeliranje in analize modelov smo izvedli v sodelovanju z 
doc. dr. Markom Jukičem s Katedre za farmacevtsko kemijo (UL FFA).  
Pri vseh konformacijah smo označili in definirali molekulske vezi, dodali atome vodika in popravili 
morebitne prekrivajoče se dele molekulskega kompleksa. V nadaljevanju smo odstranili vse 
prisotne molekule vode ter izračunali ionizacijo kompleksa z orodjem Epik (Schrödinger, LLC, New 
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York, NY, 2018) pri pH 7,4. Za nadaljnji izračun smo izbrali polipeptidni verigi A (Fc) E (vijačnici 1 in 2 
domene B SpA), pri čemer smo odstranili vse prisotne molekule sladkorjev (Gal 507, Fuc 508). 
Klasična mera za spremljanje fleksibilnosti proteina v odvisnosti od časa je kvadratni koren 
deviacije položaja atoma (angl. »Root-Mean Square Deviation«, RMSD, enačba 4).203 Za 
preliminarno analizo vezave peptidov na regijo Fc IgG1 smo izbrali verigo E SpA kot točkovno 
referenco in naknadno verigo odstranili. 
Enačba 4: Enačba za izračun kvadratnega korena deviacije položaja. N predstavlja število vseh atomov, ri
0 
predstavlja vektorski zapis položaja i-tega atoma na začetku simulacije (referenčna pozicija), ri predstavlja 
položaj istega atoma po določenem času, m označuje center mase atoma. 
 
V zadnjem koraku smo preostalo verigo A minimizirali z uporabo polja sil OPLS3 (konvergenca 
težkih atomov do RMSD 0.3 Å; kvadratni koren deviacije položaja atomov; enačba 2).204-206 
Receptor (pripravljeno vezavno mesto) smo generirali z orodjem Glide Receptor Grid (SMD, 
Release 2018-1, Glide version 78011, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2018). Kot referenčno celico 
za določitev vezavnega mesta peptidnih ligandov na fragment Fc smo privzeli kar vezavno mesto 
SpA (veriga E), natančneje center s koordinatami 60.12, -12.06, 29.92.  
Pri opredelitvi receptorja nismo uporabili omejitvenih parametrov, niti nismo uporabili 
izključitvenih prostorov. Receptor smo definirali kot rigiden, predvsem zaradi dostopnega 
računskega časa. Iz knjižnice peptidov z afiniteto do hFc smo izbrali reprezentativnega predstavnika 
peptidnih afinitetnih ligandov, min19Fc. Iz aminokislinskih zaporedij smo ročno pripravili peptid v 
iztegnjeni konformaciji in obenem pripravili še N-aciliran derivat Ac-min19Fc. Peptidne ligande smo 
nato ionizirali z orodjem Epik (Schrödinger, LLC, New York, NY, 2018) pri fizioloških pogojih ter 
izvedli minimizacijo v vodi z orodjem MacroModel (v 11.9) in OPLS3 poljem sil (brez omejitvenih 
parametrov, PRCG z maksimalnim številom interakcij 2500 in konvergenčno mejo 0.05). Tako 
pripravljene peptide in izračunan receptor smo uporabili v nadaljnjem eksperimentu sidranja z 
orodjem Glide (SMD, Release 2018-1, Glide version 78011, Schrödinger, LLC, New York, NY, 2018). 
Pri tem smo uporabili protokol »Peptide protocol« z zmanjšanim VdW-radijem (angl. »VdW scaling 
factor 0.80«) atomov s parcialnim nabojem, manjšim od 0,15. Cenilna funkcija je bila SP-Peptide 
(enačba 5) s fleksibilnim vzorčenjem ligandov ter vzorčenjem dušikovih atomov in konformacij 
ciklov.207 Validacije protokola molekulskega sidranja nismo opravili zaradi pomanjkanja referenčne 
vezavne konformacije primerljivih peptidnih ligandov. Omejitvenih parametrov nismo uporabili, 
vzorčili pa smo do 100 najugodnejših konformacij peptidov. 
Enačba 5: Cenilna funkcija Glide SP.  
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Po izvedbi eksperimenta molekulskega sidranja smo primerjali izračunane konformacije peptidnih 
ligandov v aktivnem mestu. To smo naredili sprva z izračunom osnovne matrice volumskega 
prileganja vseh težkih atomov za vse izračunane konformacije in kasneje podobne združili v 
posamezne skupke na podlagi povprečne podobnosti med posameznimi konformacijami. Število 
skupkov smo izbrali glede na kriterij po Kelley-ju.208 
4.10 Vrednotenje interakcije peptidnih ligandov do hFc z 
mikrotermoforezo (MST) 
Metoda mikrotermoforeze (MST, angl. »Microscale Thermophoresis«) je novejša metoda, ki 
omogoča kvantitativno analizo medmolekulskih interakcij v raztopini.209 Tehnika temelji na 
termoforezi molekul, tj. na gibanju molekul vzdolž temperaturnega gradienta. Pri spremljanju 
difuzije proteinov v temperaturnem gradientu lahko le-te fluorescentno označimo ali pa 
spremljamo fluorescenco njihovih triptofanskih ostankov. Molekule se vzdolž temperaturnih 
gradientov gibljejo. Ker je termoforetsko gibanje proteina odvisno od njegovega Soretovega 
koeficienta, ki vključuje maso delca, njegovo površino, spremembo hidratacijskega ovoja ali 
površinskega naboja, lahko interakcija z ligandom spremeni njegovo gibanje v temperaturnem 
polju. Na podlagi spremembe termoforetskega gibanja lahko sklepamo o tvorbi interakcije in 
specifično določimo vezavno afiniteto (slika 22A).210-211 Pri meritvah uporabljamo steklene kapilare, 
ki jih napolnimo z vzorci fluorescentnih proteinov. Ob spremljanju fluorescence vzorca notranjost 
kapilare segrejemo z infrardečim (IR) laserjem in z ekscitacijskim laserjem flurokroma opazujemo 
spremembo fluorescence v območju detekcije, ki je enako območju segrevanja (slika 22B).212  
Mikrotermoforeza ima določene prednosti pred ostalimi tehnikami za analizo molekulskih 
interakcij. Poteka v raztopini in tako ni potrebna imobilizacija molekul. Ker metoda temelji na 
termoforezni mobilnosti molekul, ki je poleg velikosti odvisna tudi od naboja in entropije raztopine, 
je občutljivost metode višja kot pri metodi SPR. MST potrebuje zelo majhno količino vzorca za 
analizo in omogoča merjenje interakcij praktično brez omejitev glede velikosti molekul. Meritev je 
hitra, običajno v nekaj minutah. Interakcijo lahko preverjamo v pufrih ali v kompleksnih bioloških 
vzorcih, kot sta celično gojišče ali krvni serum.210, 212 
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Slika 22: Osnovni princip MST. A. Fluorescenčno označeno protitelo z vezanim peptidnim ligandom (prikazan z 
modro barvo, spodaj) prepotuje drugačno razdaljo, kot protitelo brez liganda (zgoraj) zaradi spremembe v 
masi, površini, naboju in/ali hidratacijskem ovoju. B. Spremljanje gibanja fluorescenčno označenih protiteles 
v kapilari v polju detekcije (kvadrat). Fluorescenca pred obsevanjem z IR-laserjem, označena s številko 1. 
Druga in tretja kapilara (označeni s številko 2) prikazujeta segrevanje polja detekcije z IR-laserjem. Pri tem 
lahko pride do termoforeze oz. gibanja v temperaturnem območju bodisi stran od območja segrevanja ali 
proti območju segrevanja. Po izklopu IR-laserja molekule zopet prosto difundirajo po kapilari (označeno s 
številko 3). C. Rezultati tipičnega MST-testa. Profil termoforetskega gibanja spremljamo skozi čas, kot 
spremembo v fluorescenci med dvema točkama (levi graf, točki, označeni z 1 in 2). Desni graf prikazuje 
normirano fluorescenco vseh meritev v odvisnosti od koncentracije liganda. Z lažjo ponazoritev smo barvno 
predstavili posamezna stanja (črna barva - nevezano stanje, siva barva – delno zasedena vezavna mesta, 
rdeča barva – povsem zasedena vezavna mesta). Slika je prirejena po 211.  
Interakcijo izbranega peptidnega liganda min19Fc in izboljšane različice min19Fc-Q6D do 
polispecifičnih humanih IgG smo ovrednotili z mikrotermoforezo (MST) z uporabo instrumenta 
Monolith NT.115pico red (NanoTemper Technologies, Munich, Nemčija).  
Humane polispecifične IgG smo označili s fluorescenčnim barvilom NT-647 s komercialnim 
kompletom za fluorescenčno označevanje proteinov Monolith NT Protein Labeling Kit RED-NHS 
(NanoTemper Technologies) po navodilih proizvajalca. Na kratko; 200 µL polispecifičnih humanih 
IgG (i.v. Ig, 50 mg/mL) smo redčili do koncentracije 20 µM v pufru PBS ter dodali 200 µL 60 µM 
barvila NT-647. Barvilo NT-647 smo predhodno raztopili v DMSO, in kasneje redčili v pufru PBS do 
60 µM (trikratni presežek glede na koncentracijo IgG). Fluorescenčno označevanje je potekalo 30 
min pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Nevezano barvilo smo ločili od humanih IgG s 
pomočjo gelske filtracije na koloni Sephadex G NAP (25 DNA Grade, GE Healthcare). Jakosti 
fluorescence označenih humanih IgG smo preverili v preliminarnih testih, kjer smo kot optimalno 
izbrali 3,5 nM koncentracijo označenih humanih polispecifičnih IgG. Koncentracijo smo izbrali v 
območju srednje moči MST (40 %), ki je dala odziv ≈ 6000 enot, brez zaznanih agregatov kot 
homogen vzorec. Izbrano koncentracijo smo uporabili za vse nadaljnje teste.  
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Sintezna peptida min19Fc-Cys in min19Fc Q6D-Cys (preglednica 14) smo raztopili v vodi ter osnovni 
raztopini dodali reducent 25 mM Tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP) do končne koncentracije 25 mM. 
Naknadno smo raztopino peptida redčili v vodi z 0,05 % Tween 20 in 1 mg/ml BSA. Tween 20 in BSA 
smo dodali za preprečevanje agregacije protiteles in peptidov. Tudi fluorescenčno označena 
protitelesa smo redčili v vodi z dodatkom 0,05 % Tween 20 in 1 mg/ml BSA (do koncentracije 3,5 
nM). Naknadno smo protitelesom dodali enak volumen serijsko redčenih peptidov (za peptid 
min19Fc v razponu od 595 µM do 18,2 nM ter za peptid min19Fc Q6D v razponu od 25 µM do 763 
pM). Z vzorci smo napolnili steklene kapilare (Monolith NT.115 Capillaries, NanoTemper 
Technologies) in jih inkubirali 10 min pri sobni temperaturi. Vse meritve smo izvedli pri 20 °C z 
uporabo srednje MST moči (40 %) in 10 % moči IR-laserja (t.i. moči ekscitacije). Testa vezavne 
afinitete peptidov do hIgG smo izvedli v treh do štirih ponovitvah. Vezavno afiniteto (KD) smo 
določili z analizo spremembe normalizirane fluorescence (Fnorm = fluorescenca po 
termoforezi/začetna fluorescenca) kot funkcije koncentracije peptida. Podatke smo obdelali z 
uporabo programske opreme NanoTemper Analysis (NanoTemper Technologies). 
4.11 Analiza pH in ionske jakosti na vezavo peptidnih ligandov na hFc  
4.11.1 Vpliv pH in ionske jakosti pufra na vezavo petvalentnega fagnega klona min19Fc na hIgG 
Za namen preverjanja najbolj ugodnega pufra za vezavo peptida min19Fc v obliki petvalentnega 
fagnega klona na imobilizirane polispecifične humane IgG smo uporabili membranske mikrotitrske 
filtrne plošče Nunc Immobilizer Amino® (Thermo Scientific). Slednje so namenjene kovalentni 
imobilizaciji ligandov na membrano preko etilenglikolnega distančnika. Na membrano ploščice smo 
vezali 100 µL polispecifičnih humanih IgG (i.v. Ig) s koncentracijo 100 µg/mL v fosfatnem pufru s pH 
8,0 preko noči pri 4 °C. Naslednji dan smo izpraznili vdolbinice in vanje za 1 h dodali 100 µL 10 mM 
etanolamina v 100 mM pufru natrijevega fosfata s pH 9,6 pri sobni temperaturi za zagotovitev 
hidrofilne površine vdolbinic in posledično omejitev nespecifične adsorbcije. Ponovno smo 
izpraznili vdolbinice in jih blokirali eno uro v 200 µL blokirnega pufra (2 % BSA v PBS) pri sobni 
temperaturi. Vdolbinice smo nato trikrat sprali s po 250 µL 0,1 % PBST. V naslednjem koraku smo 
vanje nanesli fagni klon min19Fc (5 × 109 virusnih delcev), redčen v različnih 100-mM pufrih 
(preglednica 16), ter inkubirali eno uro pri sobni temperaturi ob stalnem rahlem stresanju. 
Nevezane fage smo trikrat izprali s po 250 µL 0,1 % PBST, v vsako vdolbinico nanesli 200 µL 
raztopine monoklonskega protitelesa proti bakteriofagu M13, označenega s hrenovo peroksidazo 
(anti M13-HRP) in mikrotitrsko ploščico inkubirali 1 h pri sobni temperaturi. Protitelesa smo redčili 
v razmerju 1: 5000 v pufru 0,5 % BSA/0,05 % PBST. Vdolbinice smo nato štirikrat sprali z 0,1 % PBST 
in v vsako vdolbinico odpipetirali 200 µL kromogenega substrata TMB. Po razvoju barve smo 
encimsko reakcijo prekinili z dodatkom 50 µL 2 M H2SO4 in izmerili absorbanco pri valovni dolžini 
450 nm 
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Preglednica 16: Shematski prikaz preverjanja različnih pufrov za optimalno vezavo fagnega klona min19Fc na 
humane IgG.  
RAZLIČNI 
PUFRI 
Gly·HCl 
pH 3 
Na-citrat 
pH 4 
Na-fosfat 
pH 7,5 
Tris·HCl 
pH 9 
c (NaCl) 
 1 2 3 4  
 A     0 
 B     150 mM 
 C     300 mM 
 D     500 mM 
 
4.11.2 Vpliv pH in ionske jakosti pufra na učinkovitost elucije petvalentnega fagnega klona 
min19Fc s hIgG 
Na enak način kot je opisano v poglavju 4.11.1, smo spremljali tudi odpuščanje vezanega peptida v 
obliki petvalentnega fagnega klona s polispecifičnih humanih IgG. Edina razlika je, da smo fagni 
klon min19Fc (5 × 109 virusnih delcev/vdolbinico) redčili v pufru 0,1 % PBST z 0,5 mg/ml BSA. Po 
enourni inkubaciji smo z različnimi pufri spirali vezane fage in spremljali odpuščanje. Za preverjanje 
odpuščanja smo uporabili 100 mM pufre (preglednica 17). 
Preglednica 17: Shematski prikaz preverjanja različnih pufrov za spremljanja odpuščanja fagnega klona 
min19Fc s humanih IgG. 
RAZLIČNI 
PUFRI 
Gly·HCl 
pH 3 
Na-citrat 
pH 4 
Na-fosfat 
pH 7,5 
Na-
karbonat 
pH 11 
c (NaCl) 
 1 2 3 4  
 A     0 
 B     150 mM 
 C     300 mM 
 D     500 mM 
 
4.11.3 Vpliv pH in ionske jakost pufra na elucijo petvalentnih različnic fagnega klona min19Fc s 
hIgG 
Za spremljanje optimalnih pogojev elucije fagov, vezanih na adsorbirano tarčo, tj. polispecifičnih 
humanih IgG, smo prav tako preizkusili različne pufre z uporabo mikrotitrskih ploščic Nunc 
MaxiSorp. Preizkušali smo tri različne fagne klone; min19Fc ter min19Fc Q6D in min19Fc Q6E. 
Spremljanje uspešnosti elucije fagnih klonov s hIgG smo spremljali po enakem postopku kot zgoraj 
opisano (4.11.2), le da smo tu uporabili mikrotitrske ploščice MaxiSorp. Kot kontrolo (PK) smo 
namesto bakteriofagnih delcev uporabili protitelo proti humanim IgG, označeno s hrenovo 
peroksidazo. Za spremljanje elucije fagnih klonov ter PK smo uporabili enake pufre, kot so prikazani 
v preglednici 17.  
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4.12 Testi »pull down«  
Sposobnost vezave sinteznih peptidov na hIgG smo ovrednotili s funkcionalnim testom, analognim 
testom imunoprecipitacije, imenovanim »pull down«. Pri testu »pull down« smo z biotiniliranimi 
sinteznimi peptidi, vezanimi v kompleks s SA na površini paramagnetnih kroglic, zajeli humane IgG 
iz pufra PBS in kompleksnih zmesi, kot sta celično gojišče in humani serum. Sposobnost in 
učinkovitost vezave ter izolacije IgG smo ovrednotili z detekcijo eluiranih frakcij s točkovnim 
nanosom (angl. »dot blot«) ali NaDS-PAGE s sledečim barvanjem s Coomassie ali z metodo prenosa 
western. 
4.12.1 Test »pull down« z različicami sinteznega peptida min19Fc iz vzorcev z dodanimi 
humanimi IgG 
0,5 mg paramagnetnih kroglic z imobiliziranim streptavidinom smo inkubirali z 800 ng biotiniliranih 
sinteznih peptidov b-min19Fc, b-min19Fc-Q6E ali b-min19Fc-Q6D (preglednica 14) pri sobni 
temperaturi in na tak način pripravili funkcionalizirane kroglice. Po 30 minutah smo paramagnetne 
kroglice osemkrat sprali s po 1 mL 0,05 % PBST, da smo odstranili presežek peptidov. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili paramagnetne kroglice s strukturno nepovezanim biotiniliranim peptidom 
b-NK (preglednica 14). hIgG (2 μg) smo dodali v 100 µL pufra PBS ali brezserumskega gojišča DMEM 
in jih inkubirali 1,5 h s funkcionaliziranimi kroglicami. Z intenzivnim spiranjem (desetkrat s po 1 mL 
0,1 % PBST) pri sobni temperaturi smo odstranili nespecifično vezane snovi ter naknadno s kislim 
glicinskim pufrom (0,2 M Gly·HCl, pH 2,2) eluirali vezan material iz kroglic. Eluirane vzorce smo 
analizirali s točkovnim nanosom (angl. »dot blot«) po postopku, opisanem v poglavju 4.6.4. 
Membrano smo inkubirali 1 h s protitelesi proti humanim IgG (H/L), konjugiranimi s hrenovo 
peroksidazo (Bio-Rad, ZDA; redčitev 1:5000). 
4.12.2 Test »pull down« z različicami sinteznega peptida min19Fc iz humanega seruma 
Humanemu serumu smo dodali proteazni inhibitor (EZBlock™ Protease Inhibitor Cocktail, redčen 
1:100) ter inkubirali 30 min na ledu. Funkcionalizirane paramagnetne kroglice smo pripravili po 
postopku, opisanem v poglavju 4.11.1, in jim dodali 100 µL redčenega humanega seruma (v 
razmerju 1:1 s 100 µL 0,1 % PBST) ter jih inkubirali 1 h med stalnim mešanjem pri sobni 
temperaturi. Spiranje in elucijo smo izvedli po zgoraj opisanem postopku (4.11.1). Preostanek (tj. 
morebitno vezan material po eluciji z glicinskim pufrom), smo eluirali v  50 μL nanašalnega barvila 
za NaDS-PAGE, ki vsebuje 0,1 % NaDS in 150 mM DTT (5 min pri 100 °C). Eluirane vzorce smo 
analizirali z NaDS-PAGE s sledečim barvanjem s Coomassie ali prenosom western  (4.6.4), le da smo 
za detekcijo protiteles uporabili protitelesa proti humanim IgG (H/L), konjugirana s konjugirano 
hrenovo peroksidazo.  
4.12.3 Optimizacija pogojev spiranja v testih “pull down” z različicami min19Fc 
Z namenom optimizacije pogojev spiranja smo ocenili vpliv dodatka NaCl v vezavnem pufru (PBS, 
pH 7,4) na selektivnost zajetja IgG. Navedene so koncentracije dodanih soli poleg že prisotne v PBS 
(0,14 M NaCl). Poleg vpliva koncentracije soli smo preverjali tudi vpliv dodatka Na-kaprilata v 
vezavnem pufru pri različnih koncentracijah (0 mM, 25 mM, 50 mM in 75 mM). Vsi ostali koraki pri 
izvedbi testa »pull down« so enaki zgoraj opisanim (4.12.1). Eluirane vzorce smo analizirali s 
točkovnim nanosom (angl. »dot blot«). Naknadno pa smo izvedli test »pull down« iz humanega 
seruma z izbranimi pogoji spiranja (PBS z 1 M NaCl ali 0,5 M Na-kaprilata) ter analizirali vzorce z 
NaDS-PAGE in sledečim prenosom western.  
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4.12.4 Test »pull down« z retro-inverzno različico sinteznega peptida min19Fc 
Sintezni retro-inverzni peptid ret.inv.-min19Fc-Cys (preglednica 14) in sintezni peptid min19Fc-Cys  
(preglednica 14) smo preko končne -SH skupine kovalentno vezali na površino paramagnetnih 
kroglic z aktivirano tozilno reaktivno skupino (Dynabeads M-280 Tosylactivated). Paramagnetne 
kroglice smo predhodno trikrat sprali s po 500 µL 0,1 M fosfatnega pufra s pH 8,5. 260 µg sinteznih 
peptidov smo sprva inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi z dodanim reducentom TCEP do 
končne koncentracije 25 mM v 0,1 M fosfatnem pufru s pH 8,5. Nato smo reducirana sintezna 
peptida inkubirali z 0,61 mg paramagnetnih kroglic 14 h pri 37 °C med močnim stresanjem (850 
vrt./min). Kot negativno kontrolo smo uporabili zgolj paramagnetne kroglice (tj. brez dodanega 
peptida). Naslednji dan smo odstranili presežek nevezanih peptidov s pomočjo magneta in blokirali 
nezasedeno površino kroglic eno uro z 0,5 % BSA/0,05 % PBST pri 37 °C. Paramagnetnim kroglicam 
s kovalentno vezanimi sinteznimi peptidi smo nato dodali 100 µL humanega seruma in jih inkubirali 
1 h pri sobni temperaturi med stalnim stresanjem (250 vrt./min). Sledilo je desetkratno spiranje s 
po 800 µL 0,1 % PSBT. Vezan material smo eluirali v 50 µL 0,2 M Gly·HCl s pH 2,2 (10 min, 250 
vrt./min) pri sobni temperaturi. Preostanek (tj. morebitno vezanega material po eluciji z glicinskim 
pufrom) smo eluirali v 50 μL nanašalnega barvila za NaDS-PAGE, ki vsebuje 0,1 % SDS in 150 mM 
DTT (5 min pri 100 °C). Eluirane vzorce smo analizirali z ločitvijo eluiranih proteinov z NaDS-PAGE in 
prenosom western.  
4.13 Afinitetna kolona 
4.13.1 Priprava afinitetnih kolon z različnimi kromatografskimi nosilci 
Preliminarni poskusi priprave afinitetne kolone 
V zgodnjih poskusih priprave afinitetne kolone smo vezali sintezni peptid min19Fc-Cys (preglednica 
14) na različne kromatografske nosilce (SulfoLink, UltraLink in Profinity) preko terminalne proste -
SH skupine cisteina, vsakič po navodilih proizvajalca. Na kratko, sintezni peptid smo raztopili v 
pufru A (50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8,5) do koncentracije 5 mg/mL in ga reducirali z dodatkom 
reducenta TCEP 30 min pri sobni temperaturi. Kromatografske nosilce, aktivirane z jodoacetilom, 
smo dobro sprali s pufrom A in jih inkubirali z raztopino peptida 1 h pri sobni temperaturi med 
stresanjem z 250 vrt./min. Proste jodoacetilne skupine smo blokirali z 1 mL 50 mM L-cisteina v 
pufru A 2 h pri sobni temperaturi. Kromatografski nosilec z imobiliziranim peptidom smo nanesli v 
ohišje prazne kromatografske kolone PolyPrep (BioRad). Vse nadaljnje poskuse smo izvedli s 
pomočjo kromatografskega sistema Äkta Explorer 10 (GE Healthcare). 
Priprava afinitetne kromatografske kolone 
Sintezni peptid min19Fc Q6D-K (preglednica 14) smo imobilizirali na kromatografski nosilec, s 
cianogen bromidom aktivirano sefarozo 4B (Sigma), preko ε-NH2 skupine C-končnega lizina po 
navodilih proizvajalca. Na kratko, 280 mg suhe, s CNBr-aktivirane sefaroze v obliki prahu smo 
suspendirali v 1 mL hladne 1 mM HCl in jo pustili nabrekati 5 minut pri 4 ˚C. Kromatografski nosilec 
smo nato sprali s 60 ml hladnega 1 mM HCl v 5-mL gravitacijski koloni pri 4 ˚C. Po 30-minutnem 
spiranju smo kolono naknadno sprali še s 6 mL hladne destilirane vode in nazadnje še s 6 mL 
hladnega pufra B (0,1 M Na2CO3, 0.5 M NaCl, pH 9,5). 270 µL tako pripravljenega gela smo dodali k 
2,4 mL raztopine peptida (s koncentracijo 5 mg/mL v pufru PBS) in vse skupaj inkubirali še dodatni 
dve uri pri sobni temperaturi med stresanjem z 250 vrt./min. Kromatografski nosilec z 
imobiliziranim peptidom smo prenesli v prazno kromatografsko kolono Tricorn 5/20 (GE 
Healthcare) in jo priključili na kromatografski sistem Äkta Explorer 10. Presežek peptida smo 
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odstranili iz kolone s pufrom B in kolono dodatno sprali še z dH2O. Količino na kromatografski 
nosilec vezanega peptida smo ocenili spektrofotometrično s primerjanjem absorpcij peptidne 
raztopine pri 280 nm pred in po imobilizaciji peptida. Proste CNBr-skupine smo blokirali z 1 M 
etanolaminom (pH 8) 2 h pri sobni temperaturi s pretokom 0,1 mL/min. Po blokiranju smo kolono 
sprali z dH2O in s tremi cikli, kjer smo izmenjevali pH pufra. Vsak cikel je bil sestavljen iz spiranja z 
0,1 M acetatnim pufrom (pH 4) in z 0,1 M pufrom Tris·HCl/0,5 M NaCl (pH 8). Pripravljeno 
afinitetno kolono smo sprali z dH2O in ekvilibrirali s pufrom C (PBS z 1 M NaCl, pH 7,4). 
4.13.2 Kromatografske analize 
Na afinitetno kolono smo nanesli 1 ml pufra C (PBS z 1 M NaCl, pH 7,4), v katerega smo dodali 
polispecifična humana IgG (i.v. Ig) ter BSA v masnem razmerju 1:1 (vsakega po 2 mg) pri pretoku 
0,1 ml/min. Kolono smo nato intenzivno sprali s pufrom C pri povečanem pretoku (0,3 ml/min), in 
vezan material eluirali iz kolone z elucijskim pufrom (50 mM Gly-HCl, pH 2,5). Eluirane frakcije smo 
takoj nevtralizirali z 1 M Tris·HCl, pH 9. Izbrane kromatografske frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE 
s sledečim barvanjem s Coomassie po postopku, opisanem v poglavju 4.12.2. Na enak način smo 
ocenili sposobnost izolacije humanih IgG tudi iz bolj kompleksnih zmesi, kot sta celično gojišče 
DMEM z 10 % FBS in humani serum. Celičnemu gojišču DMEM smo naknadno dodali humana IgG 
(2,5 mg IgG/mL), medtem ko smo nanesli humani serum, redčen v razmerju 1:1 s pufrom C (PBS z 1 
M NaCl, pH 7,4). Humanemu serumu smo predhodno dodali proteazni inhibitor (EZBlock™ Protease 
Inhibitor Cocktail, redčen 1:100) ter inkubirali 30 min na ledu. 
Relativno intenziteto lis v elucijskih frakcijah, vizualiziranih po barvanju NaDS-PAGE-gela s 
Coomassie, smo določili z denzitometrično metodo z uporabo programske opreme GeneTools za 
analizo in dokumentacijo gelov G-box (Syngene, ZDA). Na tak način smo določili relativno vsebnost 
(čistost) hIgG v eluiranih vzorcih po nanosu kompleksnih zmesi na afinitetno kromatografsko 
kolono.   
4.13.3 Vrednotenje kromatografskih lastnosti afinitetne kolone 
Z namenom oceniti dinamično vezavno kapaciteto (DBC, angl., »dynamic binding capacity«), smo v 
kromatografski sistem mimo afinitetne kolone injicirali po 1 mL velike nanose humanih IgG v pufru 
C (PBS z 1 M NaCl pri pH 7,4) različnih koncentracij (200 - 3000 μg/mL). Pripadajoče vrhove smo 
integrirali in določili površino pod krivuljo (AUC, angl. »area under the curve«). Na tak način smo 
pripravili umeritveno krivuljo; AUC v odvisnosti od koncentracije injiciranih hIgG. 5 mg humanih 
IgG, dodanih v 1 mL pufra C smo injicirali na afinitetno kolono pri pretoku 0,1 mL/min. Po spiranju 
smo sprostili vezan material iz kolone z elucijskim pufrom. Maso eluiranih IgG smo izračunali iz 
površine pod krivuljo vrha po eluciji z uporabo umeritvene krivulje.  
Stabilnost afinitetne kolone smo preverili s spiranji z različnimi pufri. Ločeno smo afinitetno kolono 
sprali z 1 M NaOH, 6 M gvanidinijevim kloridom ter 30 % izopropanolom. Po vsakem od spiranj smo 
preverili sposobnost afinitetne kolone, da veže humana IgG (preverili smo količino eluiranih 
protiteles) in ponovno preverili njeno DBC. 
Analizirali smo učinkovitosti elucij hIgG s pufri različnih vrednosti pH. Po nanosu vzorca (1 mg hIgG 
v 1 mL pufra C) smo zaporedoma zaostrovali pogoje elucije od citratnega pufra (0,1 M citratni pufer 
od pH 6, 5, 4 do 3) do končnega glicinskega pufra (0,1 M glicin HCl, pH 2,5). Vsakemu elucijskemu 
vrhu smo določili AUC in s pomočjo umeritvene krivulje izračunali maso (oz. delež) eluiranih 
protiteles.
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1  Afinitetna selekcija vezalcev na fragment Fc 
S postopki afinitetnih selekcij smo iz treh komercialnih kombinatornih bakteriofagnih 
predstavitvenih knjižnic peptidov (linearnih – Ph.D.-7 in Ph.D.-12; ter cikličnih – Ph.D.-C7C) 
poskušali pridobiti strukturno preproste ligande z afiniteto do fragmenta Fc humanih IgG.  
Z namenom izolacije visokoafinitetnih vezalcev smo postopek afinitetne selekcije nekoliko 
prilagodili.  Bakteriofage smo vezali na biotinilirano regijo Fc v raztopini in s tem zmanjšali vpliv 
avidnosti, ki je velikokrat prisoten v primeru tarčnih molekul, imobiliziranih na podlago. Dodatna 
prednost selekcije v raztopini je manjša verjetnost denaturacije tarče zaradi nespecifične adsorpcije 
na površino. Omejitev selekcije ligandov streptavidina smo dosegli z uporabo substraktivnega 
koraka (negativne selekcije) pred drugim in tretjim ciklom afinitetne selekcije. To pomeni, da smo 
pomnoženi eluat iz predhodne selekcijske stopnje dodali k streptavidinskim paramagnetnim 
kroglicam brez tarčne molekule. Dodatno smo preprečili izolacijo vezalcev streptavidina z 
dodatkom biotina v zadnjem koraku spiranja. Obenem smo za selektivno obogatitev 
visokoafinitetnih ligandov fragmenta Fc uporabili še nekatere druge pristope (preglednica 15), vse z 
namenom postopnega zaostrovanja pogojev selekcije. Z vsakim ciklom afinitetne selekcije smo 
zmanjšali količino tarčnih molekul (b-hFc), s čimer smo dosegli tekmovanje fagnih klonov za vezavo 
na tarčo in na tak način obogatitev tistih z najvišjo afiniteto. Postopno smo krajšali tudi čas 
inkubacije bakteriofagne knjižnice s tarčo, medtem ko smo število korakov spiranja povečevali. 
Hkrati smo po drugem in tretjem ciklu uvedli tudi vzporedno selekcijo s kompetitivno elucijo 
(vezane fage smo izpodrinili s prostimi tarčnimi molekulami hFc). 
Po vsaki zaključeni selekcijski stopnji smo določili število fagov v nepomnoženem eluatu (NE) in 
titer fagov po pomnoževanju (tj. v pomnoženem eluatu, PE). S pomočjo obeh podatkov smo 
izračunali odstotek elucije (% E), ki predstavlja razmerje med številom eluiranih bakteriofagov in 
številom vseh bakteriofagov, ki so vstopili v selekcijsko stopnjo, pomnoženo s faktorjem 100. S 
pomočjo % E smo ovrednotili potek afinitetnih selekcij. Po tretjem selekcijskem ciklu smo opazili 
izrazit porast % E zgolj pri knjižnici Ph.D.-12™ (slika 23), medtem ko pri ostalih knjižnicah nismo 
zaznali obogatitve (rezultati v prilogi, preglednici P1 in P2). Potencialni razlogi za neuspešni 
afinitetni selekciji iz omenjenih knjižnic so lahko neprimerna dolžina  in/ali konformacijske omejitve 
predstavljenih cikličnih peptidov.  
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Slika 23: Prikaz obogatitve bakteriofagnih klonov iz linearne knjižnice dodekapeptidov (Ph. D.- 12). Slika 
prikazuje odstotek elucije oz. delež eluiranih bakteriofagov po posameznem selekcijskem ciklu glede na titer 
bakteriofagov, ki so vstopili v selekcijsko stopnjo. V drugi in tretji selekcijski stopnji smo uporabili dva načina 
elucije (prikazana z rdečo in modro črto).   
5.1.1 Kvalitativna ocena afinitete nabora bakteriofagov iz pomnoženih eluatov 
Povprečno afiniteto vezave celotne populacije fagov v posameznih pomnoženih eluatih (PE) na 
fragment Fc humanih IgG smo ocenili s testom fagna ELISA in tudi na tak način (poleg izračuna % E) 
ovrednotili potek afinitetnih selekcij iz knjižnic. Naraščajoče vrednosti odzivov pomnoženih eluatov 
iz knjižnice Ph.D.-12 pri vezavi na hFc od prve do tretje stopnje selekcije nakazujejo na uspešnost 
poteka afinitetne selekcije (slika 24). Pri tem nismo zaznali vezave fagov posameznih PE na 
streptavidin ali BSA, kar potrjuje obogatitev selektivnih vezalcev hFc. Pri ostalih knjižnicah (Ph.D.-7 
ter Ph.D.-C7C) nismo opazili porasta odzivov, kar sovpada z rezultatom % E (rezultati v prilogi, 
preglednici P1 in P2, slika P1).  
 
Slika 24: Rezultat testa fagna ELISA, s katerim smo ovrednotili povprečno afiniteto nabora bakteriofagov 
knjižnice Ph.D.-12 iz posameznih selekcijskih stopenj na fragment Fc humanih IgG, streptavidin (SA) in BSA. 
Imena pod abscisno osjo predstavljajo številko cikla afinitetne selekcije. Okrajšava PE pomeni pomnoženi 
eluat, v oklepaju je zapisana strategija elucije (Fc za kompetitivno elucijo ali N za nespecifično elucijo). 
5.1.2 Kvalitativna ocena afinitete posameznih izoliranih fagnih klonov 
Po zaključeni tretji selekcijski stopnji smo kvalitativno ovrednotili afiniteto naključno izbranih 
bakteriofagnih klonov do fragmenta Fc humanih IgG. Iz vsake afinitetne selekcije smo naključno 
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izbrali 40 fagnih klonov; po 20 klonov smo izbrali iz selekcij s kompetitivno elucijo (označeno od 1Fc 
do 20Fc) in nespecifično elucijo (označeno od 1N do 20N). Pri vsakem klonu smo poleg afinitete 
vezave do hFc, ocenili tudi vezavo do BSA, ki je služil kot kontrola specifičnosti. Kot pozitiven 
rezultat smo določili arbitrarni kriterij, da je absorbanca višja od 0,5 in obenem razmerje med 
absorbanco, izmerjeno pri vezavi na tarčno molekulo ter ozadjem (tj. razmerje v odzivih med 
vezavo na hFc ter BSA) večje ali enako 4. Iz afinitetne selekcije knjižnice Ph.D.-12, je 24 fagnih 
klonov (60 %) ustrezalo omenjenemu kriteriju ter pokazalo specifično vezavo do hFc (slika 25). Pri 
afinitetnih selekcijah iz knjižnic Ph.D.-7 in Ph.D.-C7C noben fagni klon ni zadostil zastavljenemu 
kriteriju (sliki P2 in P3 v prilogi).   
 
Slika 25: Rezultati funkcionalnega presejanja fagnih klonov – testiranje vezave na fragment Fc humanih IgG. 
Po zadnji stopnji afinitetne selekcije iz knjižnice Ph.D.-12 smo naključno izbrali po 20 klonov, eluiranih 
kompetitivno  A. in nespecifično B. Klone smo ocenili za selektivne vezalce hFc, če je bila izmerjena 
absorbanco, višjo od 0,5 in je ta bila hkrati vsaj štirikrat višja od slepe kontrole (BSA).  
5.1.3 Aminokislinska zaporedja peptidnih ligandov regije Fc humanih IgG 
Izbranim pozitivnim fagnim klonom (slika 25) smo izolirali genomsko DNA in jim določili 
nukleotidna zaporedja insertov ter posredno še pripadajoča aminokislinska zaporedja na površini 
predstavljenih peptidov. Skupno smo identificirali 6 različnih ligandov hFc, ki smo jih razdelili v dve 
skupini glede na aminokislinski motiv (barvno označeno v preglednici 18). Ligand hFc z oznako 14Fc 
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je izkazoval oba aminokislina motiva, zato je v preglednici 18 podvojen. Skupno vsem izbranim 
dodekapeptidom je, da so bogati s hidrofobnimi aromatskimi aminokislinskimi ostanki in da 
vključujejo aminokisline s hidroksilno skupino. V enem od peptidnih motivov (v preglednici 18, 
označen z rdečo barvo) je prisoten motiv SSI, ki je že znan Fc-vezavni motiv.124, 213  
Preglednica 18: Aminokislinska zaporedja fagnih klonov iz knjižnice Ph.D.-12 z afiniteto do hFc. Dva 
aminokislinska motiva sta označena z različnima barvama.  
Ime klona Aminokislinsko zaporedje 
19Fc      AGNGSYWYQVWF 
14Fc    HYTTYKSYISIF 
6Fc EMRVYTSHLSYH 
8Fc      VSTVSYSFLQRS 
  
20Fc     WTKTSSISFKTP 
11N     SWYKSSISSKQF 
14Fc HYTTYKSYISIF 
 
5.2  Vrednotenje vezavnih lastnosti izoliranih peptidnih ligandov regije Fc 
Identificiranim vezalcem hFc smo primerjalno ocenili afiniteto vezave na hFc s pomočjo različnih 
testov fagna ELISA. Zaradi enostavnosti in stroškovne sprejemljivosti izražanja peptidov na 
bakteriofagu smo se odločili vsa preliminarna vrednotenja izvesti s pomočjo predstavitve na 
bakteriofagu. Sprva smo uporabili sistem petvalentne predstavitve peptidnih ligandov (sistem 
predstavitve 3). V izogib učinku avidnosti in posledično navidezno višji afiniteti petvalentne 
predstavitve smo v nadaljevanju uporabili še sistem monovalentne predstavitve izbranih peptidov 
na fagmidnem vektorju (sistem predstavitve 3 + 3). Tako smo lahko neposredno primerjali jakosti 
vezave različnih peptidnih ligandov.  
5.2.1 Primerjalno vrednotenje afinitete izbranih fagnih klonov v formatu petvalentne 
predstavitve peptidov (sistem predstavitve 3) 
Afiniteto peptidnih ligandov, izraženih na fagu, do fragmenta Fc humanih IgG smo sprva ovrednotili 
s kvantitativnim testom fagna ELISA, kjer smo uporabili naraščujoč titer fagov (109, 1010 in 1011 
virionov/vdolbinico) (slika 26A). V nadaljevanju smo ocenili afiniteto do hFc s tremi ponovitvami, 
kjer smo uporabili enak titer bakteriofagov (1010 virusnih delcev/vdolbinico). Štirje fagni kloni (6Fc, 
14Fc, 19Fc in 20Fc) so vezali hFc z visoko afiniteto, medtem ko je fagni klon 11N vezal hFc z zmerno 
afiniteto (slika 26B). V vse nadaljnje teste smo vključili le fagne klone z najvišjim odzivom. Slepe 
vrednosti (tj. odziv na zgolj blokirane vdolbinice) smo odšteli od signalov fagnih klonov.   
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Slika 26: Primerjalno vrednotenje funkcionalnih afinitet peptidov, izraženih v pet kopijah na površini 
bakteriofaga M13KE, do regije Fc humanih IgG A. Primerjalno ovrednotenje vezave izbranih fagnih klonov na 
hFc z naraščajočim titrom fagov; 105, 109, 1010 ter 1011 virionov/vdolbinico. B. Primerjalno ovrednotenje 
afinitete izbranih fagnih klonov na hFc pri enem titru (1010 virionov/vdolbinico). Fagni klon 2Fc brez afinitete 
do fragmenta Fc (slika 25) smo uporabili kot negativno kontrolo (NK). Test smo izvedli v treh ponovitvah.  
5.2.2 Vrednotenje vezave izbranih fagnih klonov v formatu petvalentne predstavitve peptidov 
na različne podrazrede humanih IgG 
Selektivnost vezave izbranih fagnih klonov na posamezne podrazrede humanih IgG smo preverili s 
testom fagna ELISA pri titru 1010 virionov/vdolbinico. Kljub visoki homologiji v aminokislinskemu 
zaporedju med posameznimi podrazredi (≥ 95 %), se podrazredi med seboj razlikujejo v strukturnih 
lastnostih. Le-to bi potencialno lahko vplivalo na sposobnost vezave izbranih peptidnih ligandov do 
hFc. S tem namenom nas je zanimalo, kateri od izbranih peptidnih ligandov nudi najširšo 
prepoznavnost med podrazredi IgG in ali je kateri od izoliranih peptidnih ligandov specifičen zgolj 
za posamezen podrazred IgG. Fagni klon 19Fc je prepoznal in vezal vse podrazrede IgG z visoko 
vezavno afiniteto (slika 27). Vse podrazrede IgG je prepoznal tudi fagni klon 20Fc, vendar je 
izkazoval bistveno nižjo afiniteto vezave. Obenem je ta klon izkazoval nekoliko večjo specifičnost do 
IgG3, medtem ko je fagni klon 19Fc izkazoval razmeroma enako specifičnost do vseh podrazredov 
humanih IgG.  
 
Slika 27: Selektivnost izbranih fagnih klonov z različnimi podrazredi humanih IgG, ocenjena s testom fagna 
ELISA. Test smo  izvedli v treh ponovitvah s po 1010 virionov/vdolbinico. 
1 0
5
1 0
9
1 0
1 0
1 0
1 1
0 .0
0 .5
1 .0
1 .5
2 .0
A
b
s
o
rb
a
n
c
a
 (
4
5
0
 n
m
)
2 F c
2 0 F c
11N
1 4 F c
6 F c
1 9 F c
2
F
c
 
2
0
F
c
1
1
N
1
4
F
c
6
F
c
1
9
F
c
0 .0
0 .5
1 .0
1 .5
A
b
s
o
rb
a
n
c
e
 (
4
5
0
 n
m
)
A B
2 0 F c 1 9 F c 1 4 F c 6 F c 1 1 N
0
1
2
3
B a k te rio fa g n i k lo n
A
b
s
o
r
b
a
n
c
a
 (
4
5
0
 n
m
)
IgG 1
IgG 2
IgG 3
IgG 4
Kruljec N.;  Načrtovanje in razvoj peptidnih ligandov za afinitetno čiščenje protiteles 
 Rezultati in razprava 
76 
 
5.2.3 Primerjalno vrednotenje afinitete izbranih fagnih klonov v formatu monovalentne 
predstavitve peptidov (sistem predstavitve 3+3) 
V izogib avidnostnemu učinku, ki je posledica petvalentne predstavitve peptidov na bakteriofagu 
M13, smo v nadaljevanju predstavili peptide 6Fc, 14Fc, 19Fc in 20Fc še monovalentnem formatu 
(tj. v povprečju manj kot eno kopijo peptida na površini bakteriofaga). Za monovalentno 
predstavitev peptidov smo uporabili sistem na osnovi fagmidnega vektorja pIT2 (opisano v poglavju 
4.1). V monovalentnem formatu so bile razlike v vezavi fagmidnih klonov na hFc v koncentracijsko-
odvisnem testu fagna ELISA bistveno bolj opazne (slika 28). Močna vezava oz. najvišji odziv pri 
najnižjem titru (109 virionov/vdolbinico) pri fagnem klonu 19Fc (slika 28), sta bila glavni razlog za 
podrobnejše vrednotenje in nadaljnji razvoj tega peptidnega liganda. Dodaten razlog za izbiro klona 
19Fc kot vodilnega peptida pri razvoju afinitetnega peptidnega liganda je bila odsotnost znanega 
Fc-vezavnega motiva, tripeptida SSI124, ki se je sicer pojavil v peptidu 20Fc. 
 
Slika 28: Koncentracijsko-odvisna vezava posameznih fagnih klonov v monovalentnem formatu (manj kot ena 
kopija peptida na posamezen virusni delec) do humanega fragmenta Fc, ovrednotena s testom fagna ELISA.  
5.2.4 Kompetitivni test FLISA (fluorescenčnoimunski test) 
Zanimalo nas je, ali izbrani fagni klon 19Fc tekmuje s SpA za vezavo na hFc. Interakcijo faga 19Fc s 
hFc v prisotnosti SpA smo analizirali s testom FLISA. Fagi 19Fc, označeni s fluoresceinom, so 
tekmovali s SpA za vezavo na hFc v odvisnosti od koncentracije (slika 29), kar dokazuje, da se 
vezavno mesto peptidnega liganda 19Fc vsaj delno prekriva s SpA. Vezavno mesto SpA na hFc je 
znano in dobro opredeljeno tudi s kristalnimi zgradbami kompleksa; nahaja se na območju med 
domenama CH2-CH3 .
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Slika 29: Kompetitivna vezava bakteriofagnega klona 19Fc (1,2 × 1010 virionov/vdolbinico), označenega s 
fluoresceinom, in SpA na imobiliziran hFc. Signale slepih vzorcev (z BSA blokirane vdolbinice) smo odšteli; 
poskus smo izvedli s tremi ponovitvami. RFU - relativna fluorescenčna enota.  
5.3  Iskanje minimalnega motiva v min19Fc za vezavo na hFc 
Z namenom določitve minimalnega motiva in ključnih aminokislinskih ostankov izbranega peptida 
za vezavo na fragment Fc humanih IgG smo zasnovali niz peptidov na osnovi aminokislinskega 
zaporedja 19Fc, skrajšanih z N- in/ali C-konca (slika 30). Vse različice skrajšanih peptidov smo 
predstavili na plaščnem bakteriofagnem proteinu p3 s pomočjo modificiranega vektorja M13KBE. 
Vsakemu posameznemu fagnemu klonu smo ocenili relativno funkcionalno afiniteto (glede na 
izhodni fagni klon 19Fc) s testom fagna ELISA. Zaradi avidnostnega učinka je bil tako izveden test 
verjetno občutljiv zgolj na velike razlike v afiniteti do fragmenta Fc.  
Z odstranitvijo C-končnega fenilalanina (Phe12), so peptidi popolnoma izgubili sposobnost vezave 
na hFc. Enak rezultat smo opazili pri različicah brez N-končnih ostankov (t.j. do vključno Tyr6, na 
sliki 30 označeni različici 19Fc-7 in 19Fc-8). Obenem smo opazili, da peptid, na N-koncu skrajšan do 
vključno serina (Ser5, različici označeni 19Fc-5 in 19Fc-6, slika 30) ohrani afiniteto do hFc. Različica, 
označena 19Fc-6 (brez serina na mestu 5 (Ser5)), ima bistveno višjo nespecifično vezavo, saj je 
(poleg Gln9) Ser5 edini hidrofilni ostanek v izrazito hidrofobnem peptidu 19Fc. Obenem je bil 
serinski ostanek (Ser5) tudi del prvotno opaženega motiva peptidov, izoliranih iz bakteriofagne 
predstavitvene knjižnice (preglednica 18), zatorej smo se odločili obdržati serinski ostanek tudi v 
minimizirani različici. Zaradi težnje po čim krajšemu peptidnemu ligandu z ohranjeno afiniteto 
vezave do hFc smo za vse nadaljnje teste izbrali minimizirano različico z aminokislinskim 
zaporedjem GSYWYQVWF, ki je v nadaljevanju poimenovana min19Fc.  
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Slika 30: Ovrednotenje relativne afinitete različno skrajšanih peptidnih različic s testom fagna ELISA. 
Posamezne bakteriofagne klone smo inkubirali z imobiliziranim hFc pri titru 5 × 109 fagnih delcev/vdolbinico. 
Poskus smo izvedli s tremi ponovitvami. Statistično značilne razlike pri vezavi na hFc (glede na izhodiščni 
peptid 19Fc) so označene z zvezdicami (enosmerna ANOVA z naknadno korekcijo po Bonferroniju; * p <0,05 
in ** p <0,0001).  
5.4  Vezavne lastnosti skrajšanega peptidnega liganda min19Fc 
5.4.1 Kvalitativna ocena afinitete faga min19Fc s skrajšanim peptidom, predstavljenim v 
petvalentnem formatu, do različnih podrazredov humanih IgG in do različnih 
terapevtskih monoklonskih protiteles 
Vezavno afiniteto na bakteriofagu predstavljenega skrajšanega peptida min19Fc do posameznih 
podrazredov IgG in do različnih terapevtskih protiteles smo ocenili s testom fagna ELISA. Zaradi 
različnih formulacij terapevtskih monoklonskih protiteles, ki lahko potencialno vplivajo na 
adsorpcijo na vdolbinice mikrotitrske ploščice, smo izvedeni test šteli kot kvalitativno oceno 
afinitete vezave. 
Minimalne razlike v zgradbi konstantnih regij IgG potencialno lahko vplivajo na sposobnost vezave 
peptidnega liganda min19Fc. Tako na primer tudi bakterijski protein SpA ne prepozna podrazreda 
IgG3, saj le-ta na mestu 435 vsebuje arginin namesto histidina. Ostanek Arg435 sterično ovira 
vezavo SpA na fragment Fc.62, 76, 214-215 Pri testu izpodrivanja (kompetitivni test FLISA, 5.2.4) smo 
sklepali, da se vezavno mesto peptida 19Fc (vsaj delno) prekriva z vezavnim mesto SpA. Zanimalo 
nas je, ali minimizirani peptidni ligand min19Fc prepozna vse podrazrede IgG razreda. Ligand 
min19Fc je prepoznal vse podrazrede imunoglobulinskega tipa G (slika 31), podobno kot izhodiščni 
peptid 19Fc (slika 28). Fagni klon min19Fc je izkazoval vezavo tudi na vsa terapevtska monoklonska 
protitelesa (slika 31). Obenem ni izkazoval nespecifične vezave na BSA, SA ali avidin (negativne 
kontrole), kar nakazuje na specifičnost skrajšanega peptida min19Fc.  
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Slika 31: Selektivnost minimizirane različice peptida (min19Fc) do različnih IgG (fragmenta Fc humanih IgG, 
posameznih podrazredov humanih imunoglobulinov razreda G, polispecifičnih humanih IgG za intravensko 
uporabo (i.v. Ig) in niza terapevtskih monoklonskih protiteles), ocenjena s testom fagna ELISA. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili BSA, avidin in SA. Poskus smo izvedli s tremi ponovitvami. 
5.4.2 Kvalitativna ocena afinitete sinteznega peptida b-min19Fc do različnih živalskih IgG 
Minimizirana biotinilirana različica peptida b-min19Fc (preglednica 14) je izjemno hidrofobne 
narave. Za namen povečanja topnosti smo sinteznemu peptidu na C-konec pripeli hidrofilni linker 
(GGGSKKK(ε-biotin)-CONH2). Afiniteto vezave b-min19Fc na različne živalske IgG (mišja, oslovska, 
kunčja ter kozja) smo kvalitativno ocenili. Na adsorbirane komplekse SA-peptid min19Fc smo 
nanesli konjugate IgG različnih živalskih vrst s HRP. Sintezni peptid b-min19Fc je prepoznal in vezal 
vse živalske IgG (slika 32).  
 
Slika 32: Vezava sinteznega biotiniliranega peptida b-min19Fc, kompleksiranega s SA, na različne živalske IgG. 
Kot negativno kontrolo (označeno kot b-NK) smo uporabili peptid z nepovezanim aminokislinskim 
zaporedjem ter zgolj streptavidin (brez peptida). Poskus smo izvedli v treh ponovitvah. 
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5.5 Vrednotenje interakcije med sinteznim peptidom min19Fc in humanim 
fragmentom Fc s površinsko plazmonsko resonanco (SPR) 
Vezavo humanega fragmenta Fc na sintezen, biotiniliran peptid min19Fc smo analizirali s 
površinsko plazmonsko resonanco (SPR) z uporabo sistema BiaCore X100.  
5.5.1 Spremljanje vezave fragmenta Fc humanih IgG na imobiliziran peptid b-min19Fc s 
površinsko plazmonsko resonanco 
Biotiniliran peptid b-min19Fc smo imobilizirali posredno preko predhodno vezanega SA na površino 
čipa CM5 in spremljali vezavo hFc v realnem času s površinsko plazmonsko resonanco (slika 18). 
Vezavo hFc na imobiliziran biotiniliran peptid smo preverili z neodvisno titracijo, kjer smo injicirali 
fragment Fc v razponu koncentracij od 10 nM do 640 nM (slika 33). Odziv na senzorgramu je 
sorazmeren z injicirano koncentracijo hFc z relativno hitro asociacijo hFc na površino in počasno 
disociacijo. Površino čipa smo regenerirali z dvema 12-sekundnima pulzoma z 1 mM NaOH. Kot je 
razvidno iz slike 33, regeneracija površine čipa ni bila popolna: po dveh pulzih regeneracijske 
raztopine smo namreč še vedno opazili zaostajanje vezanega hFc na površini čipa. Preverili smo 
učinkovitost regeneracije z različnimi raztopinami (od 1 mM do 50 mM NaOH ter 10 mM glicinski 
pufer s pH od 3 do 5), vendar s kombinacijo izbranih pogojev nismo dosegli optimalne regeneracije 
površine čipa. Regeneracija je bila bodisi preostra in smo s tem odstranili s površine čipa tudi nekaj 
imobiliziranega peptida (v tem primeru je bila potrebna ponovna posredna imobilizacija b-min19Fc 
na čip), bodisi je bila regeneracija nezadostna in je del hFc ostajal na čipu kljub večkratnim pulzom 
regeneracijskih raztopin.  
 
Slika 33: Titracija fragmenta Fc humanih IgG na posredno imobiliziran biotiniliran peptid b-min19Fc na 
senzorsko površino čipa CM5. hFc smo titrirali  v koncentracijskem razponu od 10 nM do 640 nM. Med 
postopkom titracije smo skozi celici injicirali interno kontrolo - redčitev hFc (80 nM; roza senzorgrama) - za 
preverjanje kontrole stabilnosti pripravljene površine čipa in ponovljivosti odziva. Zaradi neoptimalne 
regeneracije površine mikročipa opazimo neponovljivost interne kontrole (roza senzorgram) ter postopen 
porast bazne linije med potekom titracij.  
Zaradi težav z regeneracijo čipa smo vezavo hFc na b-min19Fc ovrednotili s pristopom kinetične 
titracije (angl. »single-cycle kinetics«), kjer smo injicirali analit (hFc) zaporedno v naraščajočih 
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koncentracijah brez vmesne regeneracije površine.196, 216 Pet zaporednih naraščajočih koncentracij 
hFc (10 nM, 20 nM, 40 nM, 80 nM in 160 nM), redčenih v nosilnem pufru (PBS z 0,005 % P20) smo 
injicirali preko površine senzorskega čipa. Poskus smo ponovili trikrat in površino med 
posameznimi poskusi regenerirali z dvema 18-sekundnima pulzoma 1 mM NaOH. Med testom smo 
preko celic injicirali še interne kontrole - ničelno koncentracijo analita kot slepo vrednost. Slika 34A 
prikazuje senzorgrame treh neodvisnih ponovitev kinetičnih titracij. Na sliki 34B je z rdečo barvo 
prikazan senzorgram po zaporednih injiciranjih humanega fragmenta Fc pri petih naraščajočih 
koncentracijah analita. S črno barvo je označeno prileganje krivulje na osnovi bivalentnega modela 
vezave analita217-218 (programska oprema BiaEvaluation), kar nakazuje, da dva peptidna liganda 
vežeta en homodimeren fragment Fc. Navidezno afiniteto hFc do s peptidom min19Fc 
funkcionaliziranega dekstrana smo ocenili v submikromolarnem območju (bivalenten model vezave 
analita, KD1 = 652 ± 93 nM, KD2 = 5,87 ± 0,99 μM, n = 3). Visoko afiniteto peptida b-min19Fc do hFc 
je mogoče pripisati učinku avidnosti, saj so bile štiri molekule peptida povezane na eno molekulo 
streptavidina. Sistem na tak način simulira pogoje, na kakršne na afinitetni koloni naleti analit 
(hFc). Rezultati SPR nam posredujejo pomembno informacijo, da sintezni peptid, imobiliziran na 
trden matriks ohrani enake vezalne lastnosti kot peptid, izražen na površini bakteriofaga.  
 
Slika 34: A. Ovrednotenje vezave hFc na z b-min19Fc funkcionalizirano površino čipa s pristopom kinetične 
titracije (angl. »single-cycle kinetics«). Poskus smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah, kar prikazujejo 
senzorgrami treh različnih barv. B. Z rdečo barvo je prikazan odziv po zaporednih injiciranjih humanega 
fragmenta Fc pri petih naraščajočih koncentracijah b-min19Fc (senzorgram enega od poskusov iz slike A). 
Črna barva označuje matematičen model opisa eksperimentalnih podatkov - prileganje krivulje z bivalentnim 
modelom vezave analita (programska oprema BiaEvaluation).  
V nadaljevanju smo ocenili tudi specifičnosti izbranega peptida b-min19Fc. Preko funkcionalizirane 
površine čipa smo injicirali tri različne negativne kontrole: BSA (1 μM), SpA (1 μM) in SpG (1 μM). 
Kvalitativno smo preverili tudi interakcijo s humanim terapevtskim monoklonskim protitelesom 
razreda IgG1 (ramucirumab, 1 μM). Kot je razvidno iz sensorgrama na sliki 35 pri injiciranju BSA ni 
bilo vidnega odziva, s čimer potrjujemo specifičnost vezave peptida na hFc. Podoben odziv kot BSA, 
sta pri injiciranju na površino čipa dala tudi SpA ter SpG (rezultati niso prikazani). Nasprotno je 
injiciranje IgG1 povzročilo močan signal (slika 35).  
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Slika 35: Senzorgram injiciranja BSA (označen z modro barvo) in terapevtskega monoklonskega protitelesa 
razreda IgG1 (označen z zeleno barvo) na s peptidom min19Fc funkcionalizirano površino čipa. 
5.6 Divalenten bakteriofag 
Rezultati kinetičnih meritev interakcije z metodo SPR so nakazali bivalenten način vezave, tj. vezavo 
dveh peptidov na dve homologni mesti na fragmentu Fc. Domnevali smo, da bi povezava dveh 
peptidov min19Fc na ustrezni razdalji vodila do bistveno močnejše vezave na hFc v primerjavi z 
monomerno obliko peptida. Ker je interakcija med molekulami lahko močno odvisna od okolja, v 
katerem jo spremljamo, smo se odločili tudi dve kopiji min19Fc izraziti na bakteriofagnem virionu. 
To nam je omogočilo neposredno primerjavo navidezne afinitete peptida, izraženega na istem 
nosilnem sistemu, v odvisnosti od avidnosti. Predstavitev na bakteriofagu je tudi cenovno bistveno 
bolj dostopna v primerjavi s kemijsko sintezo divalentnega peptida (tj. dve kopiji sinteznega 
peptida min19Fc, ločeni z linkerjem). Dolžino linkerja (~10 nm), ki je ločeval obe kopiji peptida 
min19Fc, smo izbrali po pregledu kristalnih zgradb IgG iz PDB (1FC262, 1DN2130 in 3D6G139).  
Divalentni bakteriofag smo zasnovali na osnovi sistema obvitih vijačnic P3-P4.198-199 Eno kopijo 
peptida min19F smo neposredno izrazili na nitastemu bakteriofagnem delcu kot fuzijski protein na 
plaščnem proteinu p3 preko fleksibilnega distančnika ter vijačnice P3 (min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica 
P3/p3). Drugo kopijo peptida min19Fc smo v obliki fuzijskega proteina min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica 
P4/FLAG-tag/His-tag izrazili ločeno v topni obliki. Združitev obeh komponent je vodila k spontani 
povezavi med vijačnicama (nastanek obvite vijačnice P3-P4) in posledično divalentni predstavitvi 
peptida min19Fc na fagmidnih delcih (slika 20).  
5.6.1 Izražanje rekombinantnega konstrukta min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica P4/FLAG-tag/His-
tag 
Izražanje rekombinantnega konstrukta min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica P4/FLAG-tag/His-tag v E. coli 
BL21(DE3) pLysS smo sprva preverili s testom točkovnega nanosa (angl. »dot blot«). Bakterijski lizat 
kulture, v kateri smo z IPTG inducirali izražanje rekombinantnega konstrukta, smo nanesli na 
nitrocelulozno membrano in konstrukt detektirali s protitelesi, usmerjenimi proti oznaki FLAG. Za 
primerjavo smo analizirali tudi lizat neinducirane kulture. Obenem smo z ločitvijo proteinov lizata 
na topno (TF) in netopno frakcijo (NTF) s centrifugiranjem preverili tudi, ali je rekombinantni 
konstrukt topen. Kot je razvidno iz slike 36A, se je rekombinantni konstrukt izrazil, na kar 
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nakazujeta lisi, ki pripadata lizatu inducirane kulture; v lizatu neinducirane kulture 
rekombinantnega konstrukta ni opaziti. Obenem opazimo, da je rekombinantni konstrukt prisoten 
tako v topni frakciji (v večji meri), kot tudi v netopni frakciji lizata.  
V nadaljevanju smo preverili prisotnost izraženega konstrukta min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica 
P4/FLAG-tag/His-tag v lizatih še z analizo NaDS-PAGE s sledečim prenosom western (slika 36B). 
Zopet smo potrdili prisotnost izraženega konstrukta tako v topni kot netopni frakciji lizata 
inducirane kulture.  
 
Slika 36: Vrednotenje izražanja rekombinantnega konstrukta min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica P4/FLAG-tag/His-
tag v E. coli BL21(DE3) pLysS. A. Rezultat testa točkovnega nanosa  bakterijskih lizatov. Detekcijo smo izvedli  
z mišjimi monoklonskimi protitelesi proti oznaki FLAG-tag. B. Rezultat prenosa western na istih vzorcih. 
Detekcijo smo izvedli s primarnimi mišjimi protitelesi proti oznaki His-tag. Z zeleno barvo je označen lizat 
inducirane kulture, z rdečo barvo pa lizat neinducirane kulture. S puščicami je nakazana odsotnost 
rekombinantnega konstrukta. TF, topna frakcija lizata; TF1, 10× redčena topna frakcija lizata; NTF, netopna 
frakcija lizata; NTF1, 10× redčena netopna frakcija lizata. 
Konstrukt min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica P4/FLAG-tag/His-tag smo iz topne frakcije lizata inducirane 
bakterijske kulture izolirali s pomočjo kovinsko-kelatne kromatografije. Spektrofotometrično smo 
ocenili koncentracijo rekombinantnega konstrukta (2,8 mg/mL); iz 400 mL bakterijske kulture smo 
izolirali 22,4 mg konstrukta. 
Rekombinanten konstrukt smo dodali fagmidnim delcem s predstavljenim peptidom min19Fc v 
obliki min19Fc/(GGGGS)3/vijačnica P3/p3 in dosegli spontano asociacijo vijačnic P3-P4 ter s tem 
nastanek divalentnih fagov.  
5.6.2 Relativno vrednotenje vezave divalentnega faga v primerjavi z enovalentno ter 
petvalentno predstavitvijo peptida min19Fc na bakteriofagu 
Vezavo bakteriofagov z eno-, dvo- in petvalentno predstavitvijo peptida min19Fc na humane IgG 
smo primerjalno ovrednotili s testom fagna ELISA (slika 37). Kot smo pričakovali, je divalenten fag 
izkazoval močnejšo vezavo na  hFc v primerjavi z enovalentno predstavitvijo peptida. Zanimivo je 
bila vezava divalentnega faga celo močnejša od fagov s petvalentno predstavitvijo peptidov. To 
nakazuje na pomembnost ustrezne razdalje med kopijama peptidnega liganda, ki pogojuje hkratno 
vezavo dveh peptidov na eno molekulo IgG. Dolžino vmesnika (~10 nm, kar ustreza dvakratni 
dolžini pentadekapeptida (GGGGS)3, če predpostavimo 3.5 Å/aminokislinski ostanek v iztegnjeni 
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verigi) smo sicer izbrali glede na ocenjeno razdaljo med predpostavljenima vezavnima mestoma 
peptida na Fc, zato obstaja možnost, da ni optimalna.  
 
Slika 37: Primerjalno vrednotenje jakosti vezave eno-, dvo- in petvalentnih fagov na humane IgG s testom 
fagna ELISA. 
5.7 Vrednotenje vpliva posameznih aminokislinskih ostankov v min19Fc za 
vezavo na hFc (»alanine scanning«) 
Za vrednotenje prispevka posameznih aminokislinskih ostankov peptida min19Fc za vezavo na hFc 
smo izbrali princip alaninskega rešetanja (angl. »alanine scanning«).219 Princip temelji na zamenjavi 
posamezne aminokisline v peptidu za alaninski ostanek ter analizi biološke aktivnosti takšnih 
različic.220-221 Zasnovali smo pet različic z alaninsko zamenjavo (slika 38) in jih izrazili na 
bakteriofagu M13KBE. S testom fagna ELISA smo posameznim predstavljenim peptidom 
primerjalno ocenili afiniteto do hFc (relativno na izhodiščni peptid min19Fc). Zamenjava Trp4, Tyr5 
in Trp8 (številčenje v skladu s peptidom min19Fc) za alanin je močno oslabila ali popolnoma izničila 
vezavo na hFc, medtem ko je zamenjava ostankov Gln6 ter Val7 ohranila vezavo ali le rahlo znižala 
vezavo na hFc. Že prej smo potrdili ključen prispevek aminokislinskih ostankov Tyr3 in Phe9 k 
vezavni energiji interakcije (slika 30), medtem ko je ostanek Gly1 posledica uvedbe novega 
restrikcijskega mesta v vektor M13KBE (slika 16).  
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Slika 38: Relativna afiniteta fagnih klonov s predstavljenimi različicami peptida min19Fc do fragmenta Fc 
humanih IgG, ovrednotena s testom fagna ELISA. Titer posameznega bakteriofagnega klona je bil 5 × 109 
virionov/vdolbinico. Statistično pomembne razlike pri vezavi na hFc (glede na izhodni peptid min19Fc) so 
označene z zvezdicami (enosmerna ANOVA z naknadno korekcijo po Bonferroniju;  ** p <0,0001). Poskus 
smo izvedli v treh ponovitvah. 
5.8 Vrednotenje vezavnih lastnosti peptidnih različic liganda min19Fc 
S testom krajšanja peptida z N- ter C- konca (poglavje 5.8, slika 30) in naknadnim ovrednotenjem 
vpliva posameznih aminokislinskih ostankov min19Fc za vezavo na hFc (poglavje 5.12, slika 38) smo 
identificirali ključne ostanke, odgovorne za prispevek k vezavni energiji. Med omenjene ostanke 
spadajo Tyr3, Trp4, Tyr5, Trp8, in Phe9; vse so aromatske aminokisline. Serinski ostanek na drugem 
mestu je del prvotno opaženega motiva izoliranih peptidov in obenem predstavlja edini (poleg 
Gln6) hidrofilni ostanek v sicer zelo hidrofobnem peptidu, zaradi česar smo se ga odločili ohraniti v 
zaporedju. Najmanjšo spremembo v vezavni afiniteti do hFc je povzročila zamenjava 
aminokislinskih ostankov na mestih 6 in 7 za alanin (slika 38). Zamenjava Val7Ala je povzročila rahlo 
zmanjšanje vezavne afinitete do hFc (slika 38), kljub temu da je valin strukturno zelo podoben 
alaninu. Statistično neizrazito spremembo v vezavni afiniteti do hFc je povzročila le zamenjava 
Gln6Ala. Zato smo se v prvem koraku odločili modificirati aminokislinski ostanek na mestu 6 (Gln6). 
Za zamenjavo aminokisline in pripravo različic peptida smo se odločili s ciljem povečanja topnosti 
peptida in morebitnega povečanja pH-občutljivosti interakcije med peptidnim ligandom ter hFc. 
Povečanje pH-občutljivosti interakcije bi nam v nadaljevanju omogočilo elucijo pod milejšimi pogoji 
na afinitetni kromatografski koloni. Aminokislinski ostanek Gln6 smo zamenjali z nabitimi ostanki 
(aspartatom, glutamatom ter lizinom), kar je vodilo do nastanka mutiranih različic peptida min19Fc 
Q6D, min19Fc Q6E in min19Fc Q6K.  
5.8.1 Vrednotenje vezavnih lastnosti različic peptida min19Fc, predstavljenih na bakteriofagu  
Peptidne različice min19Fc Q6D, min19Fc Q6E in min19Fc Q6K smo izrazili na bakteriofagu v obliki 
petvalentne predstavitve in primerjalno ovrednotili njihovo vezavno afiniteto do hIgG relativno 
glede na izhodiščni peptid min19Fc s testom fagna ELISA. Vse tri mutirane različice peptida 
min19Fc so ohranile sposobnost vezave na humane IgG, a zamenjava Gln6 z negativno nabitima 
aminokislinama (asparaginska in glutaminska kislina) je privedla do mutant z izboljšano vezavno 
afiniteto (slika 39A). Zamenjava Gln6Lys (min19Fc Q6K) je ohranila vezavno afiniteto, primerljivo z 
izhodiščnim min19Fc, zaradi česar je nismo vključevali v nadaljnje teste.  
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5.8.2 Vrednotenje vezavnih lastnosti sinteznih peptidnih različic min19Fc 
Na C- konec sinteznih peptidov min19Fc in njegovih visoko afinitetnih različic min19Fc Q6D in -Q6E 
(preglednica 14) smo preko krajšega linkerja pripeli biotinsko skupino. Biotinilirane sintezne 
peptide smo vezali na konjugat SA-HRP in serijske redčitve kompleksa dodali v vdolbinice 
mikrotitrskih ploščic, na površino katerih smo predhodno adsorbirali polispecifične humane IgG 
(i.v. Ig). Peptidni različici z negativno nabitim aminokislinskim ostankom na mestu 6 sta izkazovali 
višjo afiniteto do humanih IgG v primerjavi z izhodnim peptidom min19Fc, kar je skladno z rezultati 
testa fagna ELISA (slika 39A). Pri tem smo opazili bistveno višjo afiniteto peptida s substitucijo 
Gln6Asp (slika 39B). Na podoben način smo ovrednotili tudi vezavo biotiniliranih sinteznih različic 
peptida min19Fc do različnih podrazredov humanih IgG (slika 39C). Obe negativno nabiti različici 
peptida min19Fc (b-min19Fc Q6D in Q6E) vežeta posamezne podrazrede IgG z višjo vezavno 
afiniteto kot izhodni peptid b-min19Fc, pri čemer izkazujeta najnižjo afiniteto do podrazreda IgG4. V 
nadaljevanju smo primerjalno ovrednotili tudi sposobnost vezave peptidne različice b-min19Fc 
Q6D na izbrana terapevtska monoklonska protitelesa glede na izhodiščni peptid b-min19Fc. Izbrali 
smo terapevtski monoklonski protitelesi infliksimab (himerno IgG1) in nivolumab (humano IgG4), 
kot pozitivni kontroli smo uporabili polispecifične humane IgG ter hFc. Kot negativno kontrolo smo 
izbrali zgolj SA-HRP (tj. brez vezanega peptida). Peptidna različica min19Fc Q6D je izkazala bistveno 
višjo vezavno afiniteto do posameznih terapevtskih monoklonskih protiteles (slika 39D), pri čemer 
je nivolumab vezala slabše od infliksimaba, skladno z rezultati predhodnega testa (slika 39C).  
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Slika 39: Primerjalno vrednotenje vezavne afinitete različic peptida min19Fc na hIgG. A. Relativna vezava 
fagnega klona min19Fc in njegovih mutiranih različic do humanih IgG, ovrednotena s testom fagna ELISA. B. 
Relativna vezava kompleksov, sestavljenih iz sinteznih peptidov b-min19Fc, b-min19Fc Q6D ali b-min19Fc 
Q6E ter konjugata SA-HRP, na polispecifične humane IgG; C. na posamezne podrazrede humanih IgG; D. na 
terapevtski monoklonski protitelesi infliksimab in nivolumabom, hFc ter i.v. Ig. Kot negativno kontrolo smo 
uporabili zgolj konjugat SA-HRP brez vezanega peptida. Poskus D. smo izvedli v treh ponovitvah.   
5.8.3 Vrednotenje vezavnih lastnosti fagov s konzervativnimi in nekonzervativnimi 
substitucijami aminokislinskih ostankov v predstavljenih peptidih min19Fc in min19Fc 
Q6D 
S ciljem vpogleda v naravo interakcije peptidnih ligandov in hFc smo zasnovali dve skupini 
peptidnih različic; v prvo skupino spadajo različice min19Fc (slika 40A) v drugo pa različice min19Fc 
Q6D (slika 40B) s konzervativnimi in nekonzervativnimi substitucijami aminokislinskih ostankov na 
položajih 2 in 7. Rezultati vrednotenja prispevka posameznih aminokislinskih ostankov v peptidu 
min19Fc na energijo vezave hFc (»alanine scanning«, slika 39), so namreč nakazali dve potencialni 
mesti za modifikacije in uvedbo drugih aminokislin. Na mestih 6 (Gln6Ala) in 7 (Val7Ala) smo opazili 
minimalen padec vezavne afinitete. Obenem smo pri N- ter C- končnem krajšanju peptida 19Fc 
opazili, da različica peptida 19Fc-6 (brez serina na mestu 2) prav tako ohrani vezavno afiniteto (slika 
30). Zato smo se v prvi skupini peptidnih različic odločili ločeno modificirati obe mesti, tako drugo 
kot sedmo (oštevilčenje glede na izhodni peptid min19F). Serin (Ser2) smo zamenjali s polarnima, 
strukturno podobnima aminokislinama, treoninom (Thr) in asparaginom (Asn). Valin (Val7) smo 
zamenjali s pozitivno nabito aminokislino lizinom (Lys), negativno nabito aminokislino asparaginsko 
kislino (Asp) ter polarnima aminokislinskima ostankoma serinom (Ser) in asparaginom (Asn). Z 
uvedbo nabitih in polarnih aminokislinskih ostankov smo želeli povečati hidrofilnost peptida in 
morebiti doseči večjo pH-občutljivost interakcije peptida z regijo Fc. Kot je razvidno iz analize 
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vezave peptidov, predstavljenih na bakteriofagu, na hIgG (slika 40), zamenjava serina (Ser2) s 
podobnima aminokislinama (Thr in Asn) ohrani vezavno afiniteto do hIgG. Kljub temu da je treonin 
strukturno nekoliko bolj podoben serinu, zamenjava (različica 19Fc - b) povzroči statistično značilno 
zmanjšanje vezavne afinitete do hIgG. Nasprotno opazimo ohranjeno vezavno afiniteto pri 
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Zamenjava valina (Val7) s polarnima aminokislinskima ostankoma (Ser in Asn) in negativno nabitim 
ostankom (Asp; različice min19Fc - d, - e in - f, slika 40) popolnoma izniči vezavo, medtem ko 
zamenjava s pozitivno nabito aminokislino lizin v različici min19Fc - c ohrani sposobnost vezave 
hIgG, vendar je njena vezavna afiniteta do hIgG nekoliko nižja.  
 
V drugi skupini peptidnih različic smo kot osnovo izbrali visoko afinitetno različico min19Fc Q6D. 
Spremembe smo načrtovali po enakem načinu, na aminokislinskih mestih z minimalno 
spremenjeno vezavno afiniteto do hIgG glede na rezultate alaninskega rešetanja. Spremembe smo 
uvajali bodisi z zamenjavo ali delecijo aminokislinskega ostanka na drugem mestu (Ser2) ter z 
zamenjavo ostanka Val7. Glede na rezultate N- ter C- končnega krajšanja (slika 31), vezavno 
afiniteto do hFc ohrani tudi različica 19FC-6 brez serina. Zanimalo nas je, ali se z odsotnostjo serina 
v peptidni različici min19Fc Q6D prav tako ohrani vezavna afiniteta do hIgG. Različica min19Fc Q6D 
- a (sika 40B) ohrani vezavno afiniteto, primerljivo tako z min19Fc, kot tudi z izboljšano različico 
min19Fc Q6D. V nadaljevanju smo Ser2 na enak način, kot je opisano zgoraj, zamenjali za 
strukturno podobno aminokislino treonin (Thr) ali z nabitima aminokislinskima ostankoma - 
pozitivno nabitim lizinom (Lys) in negativno nabito asparaginsko kislino (Asp). Različica min19Fc 
Q6D - b (Ser2Thr; slika 40B) ohrani sposobnost vezave hIgG z le minimalnim znižanjem  vezavne 
afinitete do hIgG, kar sovpada z rezultati mutiranih različic v skupini  1 (slika 40A, različica min19Fc 
- b). Pri vpeljavi pozitivnega naboja na položaj 2 (Ser2Lys, različica min19Fc Q6D - f) prav tako 
opazimo minimalno znižanje vezavne afinitete do hIgG, medtem ko vpeljava negativnega naboja 
(Ser2Asp, različica min19Fc Q6D - e) popolnoma izniči vezavno afiniteto do hIgG.  
Vpeljava obeh polarnih aminokislinskih ostankov na mesto 7 (Val7Ser in Val7Asn, različici min19Fc 
Q6D - c in - d) popolnoma izniči sposobnost vezave hIgG. Vse pripravljene različice in njihove 
pripadajoče vezavne afinitete do hIgG  pripomorejo k izboljšanemu razumevanju mehanizma 
vezave peptida na regijo Fc IgG in bodo v pomoč pri nadaljnjih poskusih modeliranja vezavnega 
mesta in silico.  
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Slika 40: Relativna afiniteta do polispecifičnih humanih IgG fagnih klonov s predstavljenimi različicami peptida 
min19Fc. A. ter različic peptida min19Fc Q6D B. Titer posameznega bakteriofagnega klona je bil 5 × 109 
virionov/vdolbinico. Statistično značilne razlike pri vezavi na hIgG (glede na izhodni peptid min19Fc) so 
označene z zvezdicami (enosmerna ANOVA z naknadno korekcijo po Bonferroniju, * p < 0,001; ** p < 
0,0001). Poskus smo izvedli v treh ponovitvah.  
5.9  In silico sidranje in analiza vezave peptidnega liganda na hFc 
Vse simulacije molekulskega modeliranja smo izvedli s programskim orodjem Schrödinger. Pri 
izvedbi molekulskega sidranja smo določili kocko z dolžino stranice 44 Å, ki se razteza po celotni 
površini med polipeptidnima verigama A (Fc) in E (vijačnici 1 in 2 SpA; PDB-koda 5U52201) in 
obenem zajema celoten volumen verige E (slika 41). 
V analizi vezavne konformacije reprezentativnega peptida Ac-min19Fc smo uporabili sidrano 
konformacijo peptida, katere ocenjena energija vezave je znašala -7.541 kcal/mol (SP-Peptide). 
Poleg tega smo izvedli tudi analizo vseh vezavnih konformacij po izvedbi poskusa sidranja. Slednje 
so si bile med seboj zelo podobne (RMSD ) (slika 42). 
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Slika 41: Prikaz definirane celice za izvedbo molekulskega sidranja. Polipeptidna veriga A (fragment Fc) je 
prikazana z žičnatim modelom zelene barve. Definirana površina v stiku z verigo E (SpA) je prikazana v 
različnih barvah glede na fizikalnokemijske lastnosti (z rdečo in modro bravo sta prikazani polarni in nabiti 
površini, z zelenomodro, zeleno in sivo barvo pa naraščajoče nepolarne površine). 
 
 
Slika 42: 2D-projekcija predvidene vezave peptidnega liganda Ac-min19Fc na humani fragment Fc. Z modro 
bravo je prikazano peptidno ogrodje, z rjavo barvo so označeni polarni aminokislinski ostanki v interakciji s 
peptidom. Vodikove vezi so označene s prekinjeno črto zelene barve. S črno barvo so prikazani aminokislinski 
ostanki na hFc, ki dodatno vstopajo v hidrofobne interakcije s peptidom Ac-min19Fc. 
Peptid Ac-min19Fc se predvidoma z ostankoma Gly1 in Ser2 približa hidrofobnemu žepku na hFc 
(hFc: Thr250, Leu251), pri čemer predvidoma tvori dodatne interakcije (vodikove vezi) z Gln311 in 
His435 na Fc (slika 43). Ključna za vezavo peptida Ac-min19Fc na hFc je postavitev motiva YWY 
(peptid: Tyr3, Trp4 in Tyr5), kjer peptid poleg interakcij v prej omenjenem lipofilnem žepku hkrati 
zaobjame izpostavljen in lipofilen Ile253 (na hFc) in preko Trp4 interagira s His310 (hFc, slika 43). V 
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opisanem primeru je predvidoma ključen vsaj en ali celo oba tirozina, ki z ustrezno sterično 
postavitvijo omogočata opaženo vezavno konformacijo peptida. Obenem Tyr3 seže tudi proti 
polarnemu mestu, definiranem z aminokislinskima ostankoma Glu430 in His435 (hFc). 
Predvidevamo, da bi se na omenjeno mesto lahko umestil tudi prosti N-končni del peptida, kar 
potrjujejo tudi izračunane vezavne konformacije peptida min19Fc. Dodatno peptid Ac-min19Fc z 
ostankoma Gln6 in Val7 interagira preko lipofilne površine ostanka hFc: Leu309 in sočasno tvori 
ključne polarne interakcije s hFc (Asp312). Z zadnjima dvema AK ostankoma, Trp8 in Phe9, se 
peptid dotakne velikega lipofilnega žepka (hFc: Val279, Val282, Val284, Val279, Thr307, Val308), v 
katerega se umesti z dvema večjima aromatskima obročema. Opazimo pa lahko tudi ključno, 
dodatno stabilizacijo preko π-kation interakcije med Trp8 na peptidu in nabitim aminokislinskim 
ostankom hFc: Lys317 (Slika 43). 
 
Slika 43: A. Predvidena konformacija vezave reprezentativnega peptida Ac-min19Fc (vijolične barve, palični 
model) na fragment Fc humanega IgG (žičnati model sive barve); B. Predvidena konformacija Ac-min19Fc ter 
superponirana kokristalizirana veriga E (Protein A, PDB-koda 5U52201). Z rdečo in modro barvo sta prikazani 
polarni in nabiti površini, z zelenomodro, zeleno in sivo bravo pa naraščajoče nepolarna površina, prikazana 
je le površina v stiku med Fc  ter Ac-min19Fc; Fc je prikazan z žičnim modelom sive barve. 
S poskusom molekulskega sidranja smo identificirali energijsko ugodno in konvergenčno vezavno 
konformacijo opisanega peptidnega liganda Ac-min19Fc. Pri tem smo opazili, da peptid na hFc 
zavzema podobno interakcijsko površino, kot je tista domene B SpA (KD = 35 nM; slika 43B). V 
opisani kristalni zgradbi sta dve antiparalelni vijačnici stabilizirani z disulfidno vezjo (Cys10-Cys34) 
in hkrati tvorita ključne interakcije preko ostankov Phe6, Gln11, Phe14, Tyr15 in Leu18. Predvidena 
vezavna konformacija peptida Ac-min19Fc prostorsko posnema konfiguracijo B domene SpA z 
ostankom Gln11 N-končnega dela. Z aminokislinskim motivom YWY sterično posnema ostanka 
Phe14-Tyr15 domene B kokristaliziranega SpA (PDB-koda: 5U52). Peptid Ac-min19Fc nadalje seže 
do večjega hidrofobnega žepka na hFc, katerega površina kot taka ne sodeluje pri vezavi domene B 
proteina A. Le-tu peptid uspešno tvori hidrofobne in π-kationske interakcije s hFc. Ker se C-konec 
peptida nahaja v velikem hidrofobnem žepku in ne tvori specifičnih interakcij s hFc, lahko 
predvidimo možnost optimizacije in predvsem razširitve peptida na C- koncu. Omogočena je tudi 
pritrditev peptida na nosilno zaporedje in/ali večjo strukturo. To je skladno z dejstvom, da je peptid 
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tudi na nitastem bakteriofagu predstavljen v obliki fuzije z N-koncem kapsidnega proteina p3, pri 
čemer fuzijski partner ne ovira vezave peptidnega liganda na fragment hFc.   
5.10 Vrednotenje interakcije peptidnih ligandov do hFc z mikrotermoforezo 
(MST) 
MST smo uporabili za kvantitativno določitev afinitete vezave sinteznih peptidov min19Fc-Cys in 
min19Fc Q6D-Cys na fluorescenčno označena polispecifična humana IgG (slika 44). Povprečna 
disociacijska konstanta za peptid min19Fc je znašala 11,2 ± 0,3 μM, za peptid min19Fc Q6D pa 0,6 ± 
0,1 μM. Zaznana ~18-krat višja afiniteta mutante min19Fc Q6D je v skladu s prejšnjimi 
semikvantitativnimi testi (slika 39). Afiniteta sinteznega peptida min19Fc, določena z MST, je nižja v 
primerjavi s tisto, ocenjeno s SPR. To je mogoče pojasniti z dejstvom, da v študiji vezave z MST niso 
bili prisotni učinki avidnosti, saj so bili peptidi titrirani v monomerni obliki v raztopini. Tako KD, 
določen s SPR, predstavlja navidezno afiniteto v primerjavi z resnično afiniteto, izmerjeno z analizo 
MST. 
 
Slika 44: MST-analiza vezave min19Fc A. ter min19Fc Q6D B. na polispecifična humana protitelesa IgG. 
Povprečne vrednosti KD ± SD smo izračunali iz štirih eksperimentalnih ponovitev. V vezavni krivulji min19Fc 
smo opazili odstopajoče točke pri koncentraciji 150 µM, najverjetneje zaradi obarjanja peptida. Pri tej 
koncentraciji liganda smo uporabili le eno meritev za konstrukcijo sigmoidne krivulje odziva (označena z 
modro piko). Fnorm - normalizirana fluorescenca; koncentracija liganda (angl. »ligand concentration«) je 
podana v [mol/L]. 
 
S tem smo potrdili prvo hipotezo, saj smo s pomočjo tehnologije predstavitve na bakteriofagu in 
presejanjem bakteriofagnih knjižnic uspešno pridobili peptid (poglavje 5.1, sliki 24, 25, ter 
poglavje 5.2.1, slika 26), ki je izkazoval specifičnost (poglavje 5.2, slika 27; poglavje 5.4, sliki 31 in 
32; ter poglavje 5.5, slika 35) in zadovoljivo afiniteto do regije Fc imunoglobulinov (poglavje 5.5, 
slika 36 in poglavje 5.10, slika 44). 
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5.11  Analiza vpliva pH in ionske jakosti na vezavo peptidnih ligandov na hFc 
Namen analize pH in ionske jakosti je bil predvsem čim bolje spoznati in ovrednotiti pogoje vezave, 
spiranja ter elucije peptidnega liganda min19Fc v interakciji s hIgG. Na takšen način smo želeli  
simulirati pogoje čiščenja protiteles na afinitetni kromatografski koloni in obenem presejati čim 
večje število eksperimentalnih pogojev. Cilj je bil ob minimalni porabi materiala (sinteznih peptidov 
in protiteles) izbrati optimalne pogoje, ki smo jih kasneje uporabili v zgodnjih fazah razvoja 
afinitetne izolacije in čiščenja protiteles.  
Kot osnovo smo uporabili peptid min19Fc, izražen v petvalentni obliki na bakteriofagu; predvsem 
zaradi enostavne in poceni priprave bakteriofagnih delcev. Obenem pa bakteriofagni sistem 
predstavlja dobro ovrednoten in vzpostavljen eksperimentalni sistem. Za namen čim boljše 
simulacije afinitetne kolone smo uporabljali membranske filtrne plošče (Nunc Immobilizer 
Amino®). Slednje so namenjene kovalentni imobilizaciji ligandov na membrano preko 
etilenglikolnega distančnika.  
5.11.1 Vpliv pH in ionske jakosti pufra na vezavo petvalentnega fagnega klona min19Fc na hIgG 
Analizirali smo vezavo peptida min19Fc v obliki petvalentnega fagnega klona na imobilizirane 
polispecifične humane IgG v različnih pufrih (preglednica 16): glicinski pufer s pH 3, citratni pufer s 
pH 4, fosfatni pufer s pH 7,4 ter Tris-pufer s pH 9. V vsakem od pufrov smo spreminjali tudi 
koncentracijo dodanega NaCl (0 - 500 mM).  
Iz toplotne karte (slika 45) je razvidno, da je vezava peptida min19Fc na hIgG pri skrajnih vrednostih 
pH pufra (glicinski in citratni pufer s pH 3 oz. 4) bistveno zmanjšana v primerjavi s fosfatnim in Tris-
pufrom. Vezava pri pH 3 in  pH 4 je praktično ničelna, kar potencialno predstavlja sprejemljiv pogoj 
za elucijo protiteles. Z višanjem koncentracije NaCl se vezava fagnega klona min19Fc na 
imunoglobuline načeloma zmanjša. A pri pufrih s pH 7,4 in pH 9 pri 500 mM koncentraciji NaCl 
opazimo rahel porast signala. Slednje nakazuje, da so v interakcijo vpletene tako hidrofobne kot 
tudi elektrostatske interakcije. Pri pufrih nižje ionske jakosti pridejo do izraza bolj elektrostatske 
interakcije, z višanjem koncentracije soli pa raste vpliv hidrofobnih interakcij. 
 
Slika 45: Toplotna karta, ki prikazuje vezavo fagnega klona min19Fc na humane IgG v odvisnosti od pH in 
ionske jakosti pufrov. Zelena barva označuje odsotnost vezave, medtem ko s intenzivnejša rdeča barva 
nakazuje na prisotno, optimalno vezavo fagnega klona min19Fc na humane IgG.  
5.11.2 Vpliv pH pufra in ionske jakosti na spiranje petvalentnega fagnega klona min19Fc na 
hIgG 
V nadaljevanju nas je zanimalo odpuščanje fagnega klona min19Fc z imobiliziranih humanih IgG 
pod vplivom pufrov z različnimi vrednostmi pH ter ionsko jakostjo. Peptid min19Fc v obliki 
petvalentnega fagnega klona smo vezali na imobilizirane polispecifične humane IgG v PBS pufru, 
sledilo je spiranje z različnimi pufri (preglednica 16): glicinski pufer s pH 3, citratni pufer s pH 4, 
konc. NaCl [mM] 
Gly-HCl 
pH 3 
Na-citrat 
pH 4 
Na-fosfat 
pH 7,4 
Tris-HCl 
pH 9 
 0 0,053 0,347 3,009 2,788 
b
re
z 
β
-C
D
 
150 0,073 0,209 2,662 2,456 
300 0,09 0,156 2,365 2,421 
500 0,151 0,149 2,629 2,543 
0 0,049 0,27 2,54 2,325 
~4
5
 m
M
 β
-C
D
 
150 0,063 0,131 2,396 1,389 
300 0,073 0,114 2,149 1,421 
500 0,09 0,112 2,205 1,692 
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fosfatni pufer s pH 7,4 ter Tris-pufer s pH 9. V vsakem od pufrov smo spreminjali tudi koncentracijo 
dodanega NaCl (0 - 500 mM). 
Glede na toplotne karte (slika 46) je jasno razvidno, da je elucija najboljša pri skrajnih vrednostih 
pH. Oba pufra, glicinski s pH 3,0 ter karbonatni s pH 11, primerljivo dobro eluirata fage s 
predstavljenim peptidom min19Fc. Glede na to, da smo v postopku afinitetne selekcije peptidov iz 
bakteriofagne knjižnice uporabili glicinski pufer s pH 2,5, smo se tudi v nadaljevanju odločili tega 
obdržati kot elucijski pufer. Z naraščanjem ionske jakosti pada učinkovitost elucije, najverjetneje 
zaradi prisotnih pomembnih hidrofobnih interakcij med peptidom min19Fc ter fragmentom Fc 
humanih IgG.  
 
Slika 46: Toplotna karta, ki prikazuje ostanek vezanega fagnega klona min19Fc na humane IgG v odvisnosti od 
pH in ionske jakosti pufrov, uporabljenih za spiranje. Z intenzivnejšo zeleno barvo narašča stopnja spiranja 
fagnega klona s hIgG, medtem ko intenzivnejša rdeča barva nakazuje na manjše odpuščanje fagnih klonov z 
imobiliziranih hIgG.   
4.11.3 Vpliv pH pufra in ionske jakosti na elucijo petvalentnih različnic fagnega klona min19Fc s 
hIgG 
V afinitetni kromatografiji in čiščenju protiteles je vse večja težnja po čim milejših elucijskih pogojih 
za ohranitev intaktnosti eluiranih protiteles. Za spremljanje optimalnih pogojev elucije fagov, 
vezanih na adsorbirane humane IgG, smo uporabili mikrotitrske ploščice Nunc MaxiSorp. Z 
izvedenim testom smo želeli preveriti, pri katerih pogojih pH in ionske jakosti je izplen elucije 
največji oz. s katerimi pogoji najlažje dosežemo odpuščanje vezanih protiteles. V ta namen smo 
preverili štiri različne pufre: glicinski pufer s pH 3, citratni pufer s pH 4, fosfatni pufer s pH 7,4 ter 
karbonatni pufer s pH 11. Iz rezultatov fagnega testa ELISA (slika 47) je razvidno, da oba pufra s 
skrajnima vrednostnima pH, tj. glicinski ter karbonatni, primerljivo dobro eluirata vezane fagne 
klone s humanih IgG. Opazimo, da je pri fagnem klonu min19Fc Q6D nekoliko višji odziv, a bolj 
opazno je tudi težje spiranje, kar nakazuje na močnejšo vezavno afiniteto, medtem ko se fagna 
klona min19Fc in min19Fc Q6K obnašata primerljivo.  
konc. NaCl [mM] 
Gly-HCl 
pH 3 
Na-citrat 
pH 4 
Na-fosfat 
pH 7,4 
Na-karbonat 
pH 11 
0 0,716 2,412 2,449 0,726 
150 1,279 2,2 2,396 0,993 
300 1,627 2,209 2,48 1,44 
500 2,154 2,22 2,426 1,78 
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Slika 47: Spremljanje pogojev elucije različic fagnih klonov s humanih IgG. Kot pozitivno kontrolo (PK, anti-
human IgG1-HRP) smo namesto bakteriofagnih delcev uporabili protitelo proti humanim IgG1, konjugirano s 
hrenovo peroksidazo.  
Ugotavljamo, da je vezava peptida (in njegovih različic) najboljša pri nevtralnem pH, tj. v fosfatnem 
pufru pri visoki ionski jakosti. Zato smo tudi v vseh nadaljnjih testih kot vezavni pufer uporabili PBS 
s pH 7,4. Najučinkovitejšo elucijo smo dosegli z glicinskim pufrom s pH 3, slednje smo upoštevali 
tudi pri načrtovanju vseh nadaljnjih testov.  
5.12 Testi »pull down«  
V nadaljevanju smo sposobnost izolacije in čiščenja protiteles s peptidi ocenili tudi s testi »pull 
down«, analognim testom imunoprecipitacije; tj. zajetje IgG z biotiniliranim sinteznim peptidom, 
predhodno vezanim v kompleks s streptavidinom na površini paramagnetnih kroglic. S tako 
pripravljenimi funkcionaliziranimi kroglicami smo nato iz različnih vzorcev (npr. celično gojišče in 
humani serum) izolirali IgG. V teh poskusih smo simulirali pogoje, podobne tistim, ki so jim 
protitelesa izpostavljena pri potovanju skozi afinitetno kromatografsko kolono. Na tak način smo 
želeli še dodatno potrditi, da je jakost interakcije med izbranimi sinteznimi peptidi in IgG dovolj 
velika za izolacijo protiteles iz kompleksnih zmesi. Obenem smo želeli oceniti tudi specifičnosti 
peptidnih ligandov. Nadalje smo s testom »pull down« vrednotili tudi pogoje spiranja in elucije za 
namene kasnejšega čiščenja IgG na kromatografski koloni.  
5.12.1 Test »pull down« z različicami sinteznega peptida min19Fc iz vzorcev z naknadno 
dodanimi humanimi IgG 
V preliminarnih poskusih »pull down« smo v pufer PBS dodali znano količino humanih IgG. S 
funkcionaliziranimi paramagnetnimi kroglicami smo nato izolirali ter eluirali hIgG z nizkim pH 
glicinskega pufra. V zgodnjih fazah testa nas je zanimala le uspešnost izvedenega testa in s tem 
sposobnost izolacije hIgG iz enostavnega pufra. V eluatih smo pri vseh treh peptidih (b-min19Fc, b-
min19Fc Q6D ter b-min19Fc Q6E) zaznali obogatitev humanih IgG. Pri negativni kontroli (b-NK) IgG 
nismo zaznali. Največjo sposobnost izolacije hIgG je izkazal peptid b-min19Fc Q6D, saj je bila lisa pri 
slednjem najmočnejša. Nekoliko manj intenzivno liso opazimo pri peptidu b-min19Fc Q6E, medtem 
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ko  pri izhodiščnemu peptidu b-min19Fc zaznamo le liso zelo šibke intenzitete (slika 48). Prikazani 
rezultati so v skladu s predhodnimi kvalitativnim testi fagna ELISA (slika 39A). Na enak način smo 
izvedli tudi test »pull down« iz nekoliko bolj kompleksnega vzorca, brezserumskega gojišča DMEM, 
kjer smo dobili povsem primerljive rezultate (ni prikazano).  
  
Slika 48: Izolacija hIgG iz pufra PBS s funkcionalnim testom »pull down« s sinteznimi peptidi b-min19Fc, b-
min19Fc Q6D ter b-min19Fc Q6E. Slika prikazuje rezultat točkovnega nanosa (angl. »dot blot«) eluatov. Kot 
negativno kontrolo (b-NK) smo uporabili peptid b-NK. KE - kisla elucija, KE10 - 10-krat redčen eluat z glicinskim 
pufrom (kisla elucija), NaDS - elucija v nanašalnem barvilu za NaDS-PAGE pri 100 °C. 
5.12.2 Test »pull down« z različicami sinteznega peptida min19Fc iz humanega seruma in 
optimizacija spiranja 
Biotinilirane peptide b-min19Fc, b-min19Fc Q6E in b-min19Fc Q6D (preglednica 14) smo vezali na 
paramagnetne kroglice, prekrite s streptavidinom. Tako funkcionalizirane kroglice smo uporabili za 
izolacijo IgG iz humanega seruma. Eluate smo analizirali z NaDS-PAGE s sledečim barvanjem z 
barvilom Coomassie modro (slika 49A) in metodo prenosa western (slika 49B). Obogatitev hIgG v 
eluatih smo opazili pri uporabi vseh treh peptidov, medtem ko pri negativni kontroli, peptidu b-NK, 
do obogatitve ni prišlo. Največjo obogatitev oz. največjo sposobnost izolacije smo zaznali pri 
peptidu b-min19Fc Q6D, medtem ko sta preostala peptida, b-min19Fc in b-min19Fc Q6E imela 
primerljivo sposobnost obogatitve (intenziteta lise je primerljiva) (slika 49B). Rezultat je primerljiv s 
prejšnjimi semi-kvantitativnimi testi (slika 39). Peptid b-min19Fc Q6D ob sicer največji obogatitvi 
izkazoval bistveno manjšo specifičnost, saj je vezal bistveno več serumskega albumina (v 
nadaljevanju HSA, slika 49A). Zaporedna elucija v nanašalnem barvilu za NaDS-PAGE pri 
temperaturi 100 °C je potrdila, da je bila elucija s pH-šokom kvantitativna (slika 49B): v eluatih z 
nanašalnim barvilom nismo zaznali IgG. Ugotovili smo, da z dodatkom 1 M NaCl (slika 49C) ali 0,5 M 
Na-kaprilata (slika 49D) v pufer za spiranje bistveno zmanjšamo nespecifično vezavo HSA na 
funkcionalizirane paramagnetne kroglice. Različice peptida min 19Fc sta visoko hidrofobni in 
obenem vsebujeta negativno nabito karboksilno skupino, s čimer posnemata zgradbo maščobnih 
kislin, ki jih primarno veže HSA. Predpostavljali smo, da bomo z dodatkom Na-kaprilata zasitili 
vezavna mesta za maščobne kisline na albuminu in na tak način preprečili vezavo HSA na peptidni 
ligand.222-224 Z visoko koncentracijo soli (1 M NaCl) bi oslabili elektrostatske interakcije in obenem 
spodbudili hidrofobne interakcije. Oba dodatka sta pokazala bistveno manjšo nespecifično vezavo 
b-min19Fc
b-min19Fc Q6D
b-min19Fc Q6E
b-NK
KE KE10 NaDS
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HSA na funkcionalizirane paramagnetne kroglice in s tem potrdila predpostavljeno hipotezo. Z 
optimiranim spiranjem smo izboljšali selektivnost vezave peptidnih ligandov na hIgG.   
 
Slika 49: Izolacija IgG iz humanega seruma v eksperimentih »pull down« s sinteznimi peptidi. A. Na-PAGE gel, 
obarvan z barvilom Coomassie modro, ki prikazuje eluiran material. B. Analiza eluiranega materiala s 
prenosom western. Kot negativno kontrolo smo uporabili peptid b-NK. KE, kisla elucija, KE10 - 10-krat redčen 
vzorec kisle elucije; NaDS - elucija v nanašalnem barvilu za NaDS-PAGE pri 100 °C, M - proteinski označevalec 
velikosti. C. in D. Enak test kot A, vendar smo v pufer za spiranje dodali 1 M NaCl (C.) ali 0,5 M Na-kaprilat 
(D.). Puščice označujejo položaje lis, ki ustrezajo lahki in težki verigi hIgG.   
5.12.3 Test »pull down« z retro-inverzno različico sinteznega peptida min19Fc 
Retro-inverzni peptidi so peptidomimetiki, sestavljeni iz D-aminokislin v nasprotnem zaporedju. Na 
tak način omogočajo ohranitev podobne topologije stranskih verig kot v matičnih peptidih. Glavna 
prednost omenjenih peptidov je odpornost proti proteolitični razgradnji s proteazami. Za test »pull 
down« s sinteznim retro-inverznim peptidom ret.inv.-min19Fc-Cys (preglednica 14) smo 
kovalentno pritrdili peptid na paramagnetne kroglice. Na tak način smo želeli preveriti zgolj ali je 
retro-inverzno spremenjen peptid sposoben vezave humanih IgG oz. sposoben obogatitve humanih 
IgG iz kompleksnih zmesi, kot je humani serum. Eluirano zmes smo analizirali z NaDS-PAGE s 
sledečim prenosom western (slika 50). Retro-inverzni peptid min19Fc je izkazoval sposobnost 
vezave humanih IgG, vendar je bila opazna bistveno manjša obogatitev v primerjavi s starševskim 
peptidom min19Fc. Lise pri negativni kontroli (NK) nismo opazili. Potencialna vzroka za bistveno 
manjšo aktivnost paramagnetnih kroglic, funkcionaliziranih z ret.inv.-min19Fc-Cys sta tudi 
morebitno neoptimalen sistem kovalentne vezave peptida ali morebitna neoptimalna topologija 
oz. usmerjenost stranskih skupin aminokislin retro-inverznega peptida v primerjavi z L-peptidom.  
M KE10KESERUM
b-min19Fc b-min19Fc Q6D b-min19Fc Q6E b-NK
KE KE10 KE10 KE10KE KE
55 kDa
42 kDa
26 kDa
A B
C D
42 kDa
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M
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KE KE KE KEKE10 KE10 KE10 KE10NaDS NaDS NaDS NaDS
NaDS
b-min19Fc b-min19Fc Q6D b-min19Fc Q6E b-NK
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42 kDa
26 kDa
b-min19Fc b-min19Fc Q6D b-min19Fc Q6E b-NK
55 kDa
42kDa
26 kDa
MSERUM KE KE KE KENaDS NaDS NaDS NaDS
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Slika 50: Izolacija IgG iz humanega seruma v testu »pull down« z retro-inverzno različico sinteznega peptida 
min19Fc, ret. inv.-min19Fc-Cys. Prikazana je analiza eluiranega materiala z NaDS-PAGE s sledečim prenosom 
western. KE - kisla elucija, NaDS - elucija v nanašalnem barvilu za NaDS-PAGE pri 100 °C, M - proteinski 
označevalec velikosti, S - nanos humanega seruma.  
5.13 Afinitetna kolona 
5.13.1 Priprava afinitetne kolone 
Preliminarni poskusi priprave afinitetne kolone 
Preliminarne poskuse vezave peptida min19Fc-Cys (preglednica 14) na različne kromatografske 
nosilce smo izvedli na cenovno dostopnih kromatografskih nosilcih preko enostavnega sistema 
imobilizacije peptida. Navkljub vsakokratni uspešni imobilizaciji sinteznega peptida, se je afinitetna 
kolona izkazala kot neuspešna pri zajetju humanih IgG iz različnih raztopin in zmesi. Glede na to, da 
je bila vezava peptida na stacionarno fazo uspešna, smo sprva razloge za neuspeh iskali v lastnostih 
kromatografskih nosilcev. S tem razlogom smo preizkusili več različnih stacionarnih faz (SulfoLink, 
UltraLink ter Profinity) in obenem tudi različne načine imobilizacije peptida. Poleg vezave preko 
končnega cisteina (UltraLink in SulfoLink), smo preizkusili tudi vezavo preko končne aminske 
skupine na reaktivno epoksi skupino (Profinity). Nobeden od omenjenih pristopov in/ali omenjenih 
kromatografskih nosilcev ni zagotovil uspešne vezave in čiščenja hIgG (rezultati niso prikazani). 
Sklepali smo, da nam težavo povzroča predolg distančnik med vezanim peptidom in stacionarno 
fazo (Ruben Carbonell, osebna komunikacija). Daljši hidrofilni vmesniki so zelo fleksibilni in imajo 
preveliko stopnjo svobode. Izguba entropije ob vezavi je termodinamsko neugodna. Zato nam 
daljši linkerji med peptidom in nosilcem niso omogočali učinkovite vezave hIgG. Bistveno krajši 
distančniki, dva do trije C atomi, predstavljajo boljšo alternativo. Zaradi omenjenih razlogov smo v 
nadaljevanju imobilizirali sintezni peptid neposredno na kromatografski nosilec brez prisotnega 
vmesnika; tj. na s cianogen bromidom aktivirano sefarozo.  
Priprava afinitetne kolone 
Peptidu min19Fc Q6D–Lys (preglednica 14), acetiliranem na N-koncu, smo dodali na C-konec še 
zaporedje GGDDK-NH2 (z amidirano karboksilno skupino) za izboljšanje vodotopnosti peptida. 
Peptid smo načrtovali tako, da se na C-končnem lizinu nahaja edina aminska skupina za pripenjanje 
peptida na s cianogen bromidom aktivirano sefarozo. Na kromatografski nosilec smo vezali peptid 
min19Fc Q6D-Lys z gostoto ~15.6 µmol/ml matriksa. Prazno kromatografsko kolono smo napolnili s 
ret.inv.-
min19Fc-Csymin19Fc-Cys NK 
S M
72 kDa
55 kDa
42 kDa
26 kDa
KE NaDS KE NaDS NaDSKE
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kromatografskim nosilcem, funkcionaliziranim s peptidom in kolono priključili na kromatografski 
sistem Äkta Explorer 10. 
5.13.2 Kromatografske analize 
V preliminarnem testu kolone smo v pufer PBS dodali humane polispecifične IgG (i.v. Ig) in BSA 
(vsakega po 2 mg/mL) in zmes injicirali na afinitetno kolono. Po spiranju s pufrom C (PBS z 
dodatkom 1 M NaCl, pH 7,4), smo vezan material eluirali v elucijskem pufru (50 mM Gly HCl pH 2,5, 
slika 51A) in analizirali z NaDS-PAGE s sledečim barvanjem s Coomassie modrim (slika 51B). 
Eluirane frakcije so bile obogatene s humanimi IgG, kar kaže na visoko selektivnost z min19Fc Q6D-
funkcionaliziranega nosilca za protitelesa nad albuminom. V eluirani frakciji ni bilo vidnega BSA, kar 
nakazuje na visoko specifičnost izbranega peptidnega liganda. Obenem odsotnost hIgG v nevezanih 
frakcijah nakazuje, da vezavna kapaciteta kolone presega 2 mg IgG, kar znaša več kot 7,4 mg 
hIgG/mL afinitetnega matriksa. Očitno povečanje čistosti eluiranih IgG v primerjavi s testi »pull 
down« (slika 49A) je mogoče pripisati drugačni površini afinitetnega matriksa in obenem tudi 
učinkovitejšemu spiranju, doseženem na afinitetni koloni.  
 
Slika 51: Preliminarno vrednotenje afinitetne kromatografske kolone. Kromatogram A., krivulja prikazuje 
absorbanco pri 280 nm, in pripadajoči NaDS-PAGE gel B., obarvan z barvilom Coomassie modro, po analizi 
vzorcev, zbranih med kromatografsko ločbo humanih IgG in BSA iz PBS z uporabo z min19Fc Q6D-
funkcionalizirane afinitetne kolone. S - 10-kratna redčitev injiciranega vzorca; M - proteinski označevalec, 1 in 
2 - nevezana frakcija, 3 do 7 -  eluiran material, BSA - goveji serumski albumin. Puščice označujejo položaje 
lis, ki ustrezajo težki in lahki verigi hIgG. Vzorce smo analizirali v reducirajočih pogojih.  
Z namenom ovrednotenja učinkovitosti izolacije in čiščenja IgG tudi iz kompleksnih zmesi smo na 
pripravljeno afinitetno kolono nanesli še celično gojišče (slika 52) in humani serum (slika 53). Pogoji 
kromatografske ločbe so bili enaki tistim, opisanim zgoraj.  
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Slika 52: Izolacija hIgG iz gojišča DMEM z 10 % FBS. Kromatogram A., krivulja prikazuje absorbanco pri 280 nm, in 
pripadajoči NaDS-PAGE gel B., obarvan z barvilom Coomassie modrim, po analizi vzorcev, zbranih med 
kromatografsko ločbo humanih IgG iz celičnega gojišča z uporabo z min19Fc Q6D-funkcionalizirane afinitetne 
kolone. S - 10-kratna redčitev injiciranega vzorca, M - proteinski označevalec, 1 do 4 - nevezana frakcija, 5 do 
8 - eluiran material, BSA - goveji serumski albumin. Črni puščici označujejo položaje lis, ki ustrezajo težki in 
lahki verigi hIgG. Modra puščica označuje položaje ostanke delno reduciranih protiteles; heterodimer težke in 
lahke verige (okvirna velikost 75 kDa) ter homodimer težkih verig (okvirna velikost 100 kDa). Vzorce smo 
analizirali v reducirajočih pogojih.  
 
Slika 53: Izolacija hIgG iz humanega seruma. Kromatogram A., krivulja prikazuje absorbanco pri 280 nm, in 
pripadajoči NaDS-PAGE gel B., obarvan z barvilom Coomassie modrim, po analizi vzorcev, zbranih med 
kromatografsko ločbo IgG iz seruma z uporabo z min19Fc Q6D-funkcionalizirane afinitetne kolone. S - 10-
kratna redčitev injiciranega vzorca, M - proteinski označevalec, 1, 2 in 3 - nevezana frakcija, 4 do 8 – eluiran 
material, HSA - humani serumski albumin. Črni puščici označujejo položaje lis, ki ustrezajo težki in lahki verigi 
hIgG. Modra puščica označuje ostanke delno reduciranih protiteles; heterodimer težke in lahke verige 
(okvirna velikost 75 kDa) ter homodimer težkih verig (okvirna velikost 100 kDa). Vzorce smo analizirali v 
reducirajočih pogojih.  
Kot prikazujeta sliki 52 in 53, so bile eluirane frakcije v obeh primerih obogatene s humanimi IgG. V 
eluatih nismo zaznali albumina, kar nakazuje na visoko selektivnost afinitetne kolone. Ta se ohrani 
tudi v primeru uporabe kompleksnih zmesi, kot sta celično gojišče in humani serum. V obeh 
primerih smo sicer opazili prisotnost hIgG tudi v nevezani frakciji, kar nakazuje na presežek 
nanesenih hIgG na afinitetno kolono.   
Z denzitometrično metodo (tj. glede na intenziteto lis v elucijskih frakcijah, vizualiziranih po 
barvanju NaDS-PAGE gela s Coomassie modrim) smo določili čistost IgG v eluatih. Ugotovili smo, da 
čistost hIgG v eluiranih frakcijah vedno presega 95 %. Za čiščenje hIgG iz humanega seruma smo 
čistoto ocenili na 98,8 %, medtem ko smo jo za čiščenje iz celičnega gojišča ocenili na 99,4 % 
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(rezultati niso grafično prikazani). Tako visoka stopnja čistosti je primerljiva z afinitetnimi kolonami, 
pripravljenimi z nekaterimi drugimi peptidnimi afinitetnimi ligandi (preglednica 19). 118, 122, 125 
Preglednica 19: Stopnja čistosti (relativna vsebnost) IgG po izolaciji iz gojišča cMEM z afinitetno kramotografijo 
na osnovi nekaterih peptidnih ligandov.  
Peptidni afinitetni 
ligand 
Stopnja čistosti *%+ 
FYWHCLDE 
FYCHWALE 
FYCHTIDE125-128 
95 
92 
90 
HWRGWV 
HYFKFD 
HFRRHL122 
91 
87 
87 
DWHW 
CEWW 
HEYW129 
95 
95 
98 
mimetik proteina A 
(PAM)121, 139  
82 - 90 
 
5.13.3 Vrednotenje kromatografskih lastnosti afinitetne kolone 
Kot enega od parametrov pri vrednotenju pripravljene afinitetne kromatografske kolone smo se 
odločili določiti dinamično vezavno kapaciteto (DBC). Ker je bil volumen pripravljene afinitetne 
kolone zelo majhen (~0,27 mL), nismo mogli natančno določiti mrtvega volumna kolone (angl. 
»void volumen«, AUC), ki je potreben za izračun in natančno določitev DBC.225 Zato smo se lotili 
ocene DBC z alternativnim pristopom. Pri tem smo v kromatografski sistem FPLC mimo kolone 
injicirali enak volumen naraščajočih koncentracij humanih IgG. Izračunali smo površino pod krivuljo 
(angl. »area under the curve«) pripadajočih kromatografskih vrhov in s tem izrisali umeritveno 
krivuljo AUC v odvisnosti od mase injiciranih IgG (slika 54). V nadaljevanju smo na afinitetno kolono 
injicirali visok odmerek polispecifičnih humanih IgG (1 mL, 5 mg/mL), za zagotovitev nasičenja 
kolone. Po temeljitem spiranju smo na kolono vezane IgG eluirali z elucijskim pufrom. Količino 
eluiranih hIgG, ki so zasedla vsa mesta na afinitetni koloni, smo izračunali iz AUC eluiranega vrha s 
pomočjo umeritvene krivulje. Na tak način smo v treh ločenih serijah določili DBC afinitetne 
kolone. Le ta je znašala 11,0 ± 1,5 mg hIgG/mL funkcionaliziranega afinitetnega nosilca. Tu je 
potrebno opozoriti, da postopki načina priprave afinitetne kolone, izolacije ter čiščenja hIgG 
predstavljajo le začetne poskuse in potrjujejo dokaz o konceptu delovanja afinitetne kolone z 
imobiliziranim peptidom min19Fc Q6D-Lys. Opisanega poskusa priprave afinitetne kromatografske 
kolone (npr. gostota imobilizacije peptida, pogoji imobilizacije, izbira kromatografskega matriksa), 
izbora kromatografskih pufrov in hitrosti pretokov še nismo obsežneje optimizirali.  
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Slika 54: A. Prikaz umeritvene krivulje iz površin pod krivuljo v odvisnosti od mase nanesenih hIgG v FPLC 
sistem mimo kolone. B. Prikaz količine eluiranih hIgG glede na površino pod krivuljo elucijskih vrhov.  
Za oceno stabilnosti pripravljene afinitetne kromatografske kolone smo afinitetno kolono 
izpostavili več kot 25 različnim kromatografskim analizam izolacije in čiščenja hIgG. Pri tem smo 
med drugimi na kolono nanesli tudi kompleksnejše vzorce, kot sta celično gojišče in humani serum. 
Po vseh izvedenih kromatografskih analizah smo ponovno izvedli kromatografsko ločbo hIgG in BSA 
po postopku, opisanemu zgoraj, ter na enak način določili DBC. Kapaciteta afinitetne kolone in 
njena selektivnost sta ostali nespremenjeni. V serumu se nahajajo številne proteaze, ki bi lahko 
hipotetično odstranile imobiliziran peptid z afinitetnega nosilca. V ta namen smo v serum vedno 
predhodno dodali inhibitor proteaz.  
V nadaljevanju smo želeli oceniti stabilnost pripravljene afinitetne kolone tudi z ostrimi pogoji 
zaprtega čiščenja (CIP). Le-te uporabljamo po kromatografski ločbi za namen regeneracije 
afinitetne kolone (tj. odstranjevanje precipitiranih ali denaturiranih proteinov, lipidov in 
nukleinskih kislin; preprečujejo tudi rast mikroorganizmov). CIP izvajamo največkrat z raztopinami 
kaotropnih snovi (urea ali gvanidinijev klorid) visokih koncentracij ali z raztopinami z visokimi 
vrednostmi pH (največkrat NaOH). Med preizkušenimi pogoji zaprtega čiščenja kromatografske 
kolone smo uporabili raztopine 6 M gvanidinijevega klorida, 30 % izopropanola in 1 M NaOH. Po 
vsakem od spiranj smo preverili selektivnost afinitetne kolone in njeno DBC po zgoraj opisanih 
postopkih. Afinitetna kolona je tudi po uporabi vseh ostrih regeneracijskih pogojev ohranila 
funkcionalnost (ni prikazano). Afinitetne kolone s SpA ter SpG zaradi proteinske narave ligandov ne 
izkazujejo stabilnosti v prisotnosti visokih koncentracij kaotropnih snovi (npr. 6 M gvanidinijev 
klorid). Pri slednjih uporabljamo  zlasti raztopine z visokim pH (največkrat 0,01 M do 0,5 M NaOH; 
za SpG tudi do 1 M).51, 106, 226-227 
 
S tem smo potrdili drugo hipotezo, da bo stabilnost stacionarne faze s peptidnim ligandom boljša 
v primerjavi z že uveljavljenima A in G. 
 
 
 
 
Ponovitev AUC
Izračunana količina
eluiranih IgG [mg]
Ocenjena
DBC
1 3614 3.29 12.19
2 2833 2.51 9.30
3 3444 3.12 11.57
0 1 2 3
0
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
k o lič in a  h Ig G  (m g )
A
U
C
R
2
 =  0 ,9 7 0 5
y  =  1 0 2 3 x  +  2 7 7 ,6A B
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S ciljem preverjanja možnosti uporabe milejših elucijskih pogojev smo ovrednotili elucijo hIgG iz 
afinitetne kolone s pufri različnih vrednosti pH. Po nanosu vzorca smo zaporedno zaostrovali 
pogoje elucije z nižanjem pH vrednosti pufra. Količino eluiranih hIgG smo določili glede na površino 
pod eluiranim vrhom z uporabo umeritvene krivulje (slika 54A). Pri uporabi citratnega pufra s pH 6 
in 5 elucije IgG nismo zaznali, medtem ko smo s citratnim pufrom s pH 4 dosegli elucijo 8 % vezanih 
hIgG. S citratnim pufrom s pH 3 smo dosegli elucijo nadaljnjih 28 % hIgG. Večino protiteles (64 %) 
smo uspeli eluirati šele z glicinskim pufrom s pH 2,5 (slika 55).  
 
Slika 55: Delež eluiranih hIg *v %].  
 
S tem smo ovrgli tretjo hipotezo, da bo kromatografsko čiščenje imunoglobulinov z novo razvitim 
peptidom dovoljevalo uporabo milejših elucijskih pogojev.  
 
Tako za izolacijo in čiščenje hIgG še vedno potrebujemo razmeroma ostre pogoje (pufer s pH 2,5), 
ki pa so povsem primerljivi pogojem, ki dovoljujejo elucijo iz afinitetnih kromatografskih kolon na 
osnovi SpA. Za elucijo protiteles iz SpA-kolone je najpogosteje primerno znižanje pH vrednosti. V ta 
namen največkrat  uporabljamo 100 mM glicinski pufer ali citratni pufer s pH med 2 in 3.227 Ravno 
nizek pH potencialno negativno vpliva na zgradbo in s tem tudi na aktivnost ter imunogenost 
eluiranih mAb. Zato je težnja po razvoju afinitetnih ligandov, ki bi dovoljevali uporabo milejših 
pogojev za elucijo, vse večja.  
64% 
28% 
8% 
0% 0% 
 pH 2,5
 pH 3
 pH 4
 pH 5
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6. ZAKLJUČKI 
V okviru doktorskega dela smo:  
- s presejanjem bakteriofagne predstavitvene knjižnice linearnih dodekapeptidov (Ph.D.™-
12L) s prirejenimi postopki afinitetne selekcije odkrili skupino peptidnih ligandov z afiniteto 
do fragmenta Fc IgG in njihove vezavne lastnosti ovrednotili s testom fagna ELISA;  
- med petimi peptidnimi vezalci z dvema različnima aminokislinskima motivoma identificirali 
peptidni ligand 19Fc (AGNGSYWYQVWF) z najboljšimi vezavnimi lastnostmi;  
- ugotovili, da bakteriofagni klon 19Fc, označen s fluoresceinom, tekmuje s SpA za vezavo na 
hFc v odvisnosti od koncentracije, kar nakazuje, da se vezavno mesto peptidnega liganda 
19Fc vsaj delno prekriva z veziščem za SpA na regiji Fc;  
- zasnovali niz peptidov, skrajšanih na N- in/ali C-koncu in na tak način dobili minimalizirano 
različico peptidnega liganda, poimenovano min19Fc, z aminokislinskim zaporedjem 
GSYWYQVWF, ki obdrži vezavne lastnosti starševskega peptida;  
- ugotovili, da fagni klon min19Fc prepozna in uspešno veže vse podrazrede humanih 
imunoglobulinov G, vsa testirana terapevtska monoklonska protitelesa in tudi nekatera 
protitelesa drugih živalskih vrst; 
- potrdili interakcijo med sinteznim biotiniliranim peptidom b-min19Fc in humanim 
fragmentom Fc s pomočjo površinske plazmonske resonance (SPR) ter ocenili navidezno 
afiniteto za hFc v submikromolarnem območju z bivalentnim modelom vezave analita; 
- potrdili bivalenten model vezave peptidnega liganda na homodimeren fragment Fc tako, 
da smo izrazili dve kopiji  min19Fc na optimalni razdalji na bakteriofagnem nosilcu; v testu 
fagna ELISA je dvovalentni bakteriofag izkazoval višjo navidezno afiniteto do fragmenta Fc v 
primerjavi z eno- in celo petvalentnim;   
- s pomočjo alaninskega rešetanja ovrednotili vpliv vsakega posameznega aminokislinskega 
ostanka na vezavno afiniteto in s tem prepoznali ključne ostanke za vezavo na humani 
fragment Fc;  
- v peptidu min19Fc zamenjali aminokislinski ostanek Gln6 z nabitimi aminokislinami 
(glutamat, aspartat in lizin), kar je vodilo do nastanka mutiranih različic peptida, za katere 
smo ovrednotili vezavno afiniteto s testi fagna ELISA; 
- razvili različico peptidnega liganda min19Fc, mutanto min19Fc Q6D, z izboljšano vezavno 
afiniteto do humanih IgG; 
- pripravili dve nadaljnji seriji peptidnih mutant z zamenjavami posameznih aminokislinskih 
ostankov s sorodnimi; s testom fagna ELISA smo primerjalno ovrednotili vezavno afiniteto 
mutant do hFc in tako dobili vpogled v odnos med zgradbo in vezavnimi lastnosti peptidov; 
z molekulskim modeliranjem interakcije min19Fc s fragmentom Fc smo predvideli vezavno 
konformacijo min19Fc na hFc;  
- ovrednotili interakcijo peptidnih ligandov min19Fc in mutante min19Fc Q6D do humanih 
IgG z mikrotermoforezo (MST), kjer smo potrdili ~18-krat višjo afiniteto mutante min19Fc 
Q6D;  
- ocenili sposobnost izolacije in čiščenja protiteles s peptidi v preliminarnih testih »pull 
down«, analognih testu imunoprecipitacije;  
- pripravili afinitetno kromatografsko kolono z izbranim peptidnim ligandom, min19Fc Q6D; 
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- ovrednotili pripravljeno afinitetno kolono z vidika selektivnosti do hIgG, dinamične vezavne 
kapacitete in stabilnosti liganda pri ostrih pogojih zaprtega čiščenja; analizirali smo tudi 
potrebne pogoje (pH) za popolno elucijo protiteles z afinitetne kolone.  
V sklopu doktorskega dela smo tako potrdili prvo hipotezo, saj smo s pomočjo predstavitve na 
bakteriofagu uspeli identificirati novo skupino peptidnih ligandov z afiniteto do humanega Fc 
fragmenta, ki so izkazovali specifičnost in afiniteto v submikromolarnem območju. Z različico 
peptidnega liganda min19Fc Q6D smo pripravili robustno kromatografsko afinitetno kolono, s 
čimer smo potrdili drugo hipotezo. Tretjo hipotezo (da bo čiščenje imunoglobulinov z novo razvitim 
peptidom omogočalo mile pogoje elucije) smo ovrgli, saj so bili pogoji elucije podobni kot pri že 
uveljavljenih afinitetnih kolonah na osnovi SpA.  
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DODATEK 
Priloge 
 
Preglednica P1: Prikaz odstotkov elucije bakteriofagov pri afinitetni selekciji iz knjižnice linearnih 
heptapeptidov (Ph. D.- 7) po posameznih stopnjah.  
Selekcijska stopnja Odstotek elucije [%] 
prva 2,88 × 10-4 
druga 
-specifična elucija (Fc) 
-nespecifična elucija  
 
6,66 × 10-5 
8,56 × 10-5 
tretja 
-specifična elucija (Fc) 
-nespecifična elucija 
 
4,26 × 10-6 
7,24 × 10-6 
 
Preglednica P2: Prikaz odstotkov elucije bakteriofagov pri afinitetni selekciji iz knjižnice cikličnih 
heptapeptidov (Ph. D.- C7C) po posameznih stopnjah.  
Selekcijska stopnja Odstotek elucije [%] 
prva 2,45 × 10-4 
druga 
-specifična elucija (Fc) 
-nespecifična elucija  
 
8,01 × 10-5 
8,56 × 10-5 
tretja 
-specifična elucija (Fc) 
-nespecifična elucija 
 
4,10 × 10-6 
2,04 × 10-6 
 
 
Slika P1: Rezultat testa fagna ELISA, s katerim smo ovrednotili povprečno afiniteto nabora bakteriofagov 
knjižnice Ph.D.-7 (A.) in Ph.D.-C7C (B.) iz posameznih selekcijskih stopenj na fragment Fc humanih IgG, 
streptavidin (SA) in BSA. Imena pod absciso predstavljajo številko cikla afinitetne selekcije. Okrajšava PE 
pomeni pomnoženi eluat, v oklepaju je zapisana strategija elucije (Fc za kompetitivno elucijo ali N za 
nespecifično elucijo).  
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Slika 56 Rezultati funkcionalnega presejanja fagnih klonov – testiranje vezave na fragment Fc humanih IgG. Po zadnji 
stopnji afinitetne selekcije iz knjižnice Ph.D.-C7C smo naključno izbrali po 20 klonov, eluiranih kompetitivno  (A.) in 
nespecifično (B.). Noben klon ne ustreza zastavljenemu kriteriju za selektivne vezalce (tj. absorbanca, višja od 0,5, in 
obenem odziv vsaj štirikrat višja od slepe kontrole (BSA)).   
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Slika 57: Rezultati funkcionalnega presejanja fagnih klonov – testiranje vezave na fragment Fc humanih IgG. 
Po zadnji stopnji afinitetne selekcije iz knjižnice Ph.D.-7 smo naključno izbrali po 20 klonov, eluiranih 
kompetitivno  (A.) in nespecifično (B.) Noben klon ne ustreza zastavljenemu kriteriju za selektivne vezalce (tj. 
absorbanca, višja od 0,5, in obenem odziv vsaj štirikrat višja od slepe kontrole (BSA)).   
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